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kakovost življenja bolnikov med zdravljenjem, saj je seštevek točk vprašalnika o 
kroničnem vnetju srednjega ušesa (p < 0,0005) pokazal statistično značilne razlike 
med skupinama pri drugem, tretjem in četrtem pregledu ter statistično značilno 
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Slika 13: Površine žarišč kroničnega vnetja pooperativne votline senčnice pri bolnikih 
zdravljenih s standardnimi konzervativnimi načini. ......................................... 51 
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1 UVOD S PREDSTAVITVIJO PROBLEMATIKE, CILJEV IN HIPOTEZ 
 
Plazma, bogata s trombociti, je pripravek periferne venske krvi z ugodnimi imunskimi, 
hemostatskimi in regenerativnimi učinki. Bogata je tudi z zunajceličnimi vezikli (ZV), 
zato jo imenujemo plazma, bogata s trombociti in zunajceličnimi vezikli (PBTZV) (Uršič 
in sod., 2014). ZV naj bi bili namreč poleg trombocitov glavni mediatorji regenerativnih 
učinkov PBTZV (Tao in sod., 2017). ZV so heterogena skupina membranskih struktur 
nanometrskih razsežnosti, ki imajo pomembno vlogo v medcelični komunikaciji, zato jih 
lahko uporabljamo pri diagnosticiranju in zdravljenju (van Niel in sod., 2018; Yáñez-Mó 
in sod., 2015; Ogorevc in sod., 2013). Čeprav v medicini PBTZV z namenom regeneracije 
tkiv uporabljamo že več desetletij, je opisov ZV v povezavi s PBTZV za zdaj malo (Alves 
in Grimalt, 2018).  
 
Kljub številnim kliničnim raziskavam o uporabi PBTZV v ortopediji, travmatologiji, 
kirurgiji ran, plastični, rekonstruktivni in estetski kirurgiji, kirurgiji roke, maksilofacialni 
in oralni kirurgiji, ginekologiji, urologiji, oftalmologiji, kardiotorakalni kirurgiji in 
nevrokirurgiji je raziskav na področju otorinolaringologije za zdaj malo (Vozel in sod., 
2020a). PBTZV ima pri zdravljenju bolezni obraza, vratu, nosu, obnosnih votlin, sprednje 
lobanjske baze, ustnic, ustne votline, žrela, grla, požiralnika, žlez slinavk, ušes in lateralne 
lobanjske baze še neizkoriščen potencial. Poseben izziv je zdravljenje kroničnega vnetja 
pooperativne votline senčnice (KVPVS). Pooperativne votline senčnice (lat. os 
temporale) so najpogosteje posledica kirurškega zdravljenja holesteatoma srednjega 
ušesa. Vrst teh votlin je mnogo. Če smo med posegom odstranili zadnjo sluhovodno 
steno, votlino imenujemo radikalna votlina.  
 
Zdravljenje KVPVS je zaradi neuspešnosti dodatnih kirurških posegov in standardnih 
konzervativnih ukrepov neredko izčrpano. Zaradi KVPVS naj bi trpelo do 20 % bolnikov 
(Henatsch in sod., 2018; Brackmann in sod., 1994). Težave, povezane s KVPVS, ne 
krnijo le kakovosti življenja, ampak zaradi pogostih obiskov pri zdravniku bremenijo tudi 
zdravstveni sistem (Maile in Youngs, 2013; Bakir in sod., 2013; Phillips in sod., 2014).  
 
Iskanje novih načinov zdravljenja KVPVS je velik izziv, ki nas je spodbudil k 
interdisciplinarnemu iskanju novih načinov zdravljenja, predvsem zaradi številnih 
bolnikov s težavami s KVPVS, ki sem jih obravnaval kot specializant 
otorinolaringologije, ter zaradi poznavanja procesov celjenja, funkcij trombocitov, 
vplivov različnih dejavnikov na lastnosti krvnih celic in ZV v okviru spoznanj 
raziskovalne skupine prof. dr. Veronike Kralj-Iglič (Mrvar-Brečko in sod., 2010; Junkar 
in sod., 2009; Šuštar in sod., 2011). 
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Z randomizirano kontrolirano klinično raziskavo v sklopu doktorske disertacije smo 
želeli preizkusiti učinkovitost PBTZV pri zdravljenju KVPVS po zaključenem kirurškem 
in izčrpanem standardnem konzervativnem zdravljenju. Izid zdravljenja smo ocenjevali 
s primerjanjem površin žarišč KVPVS in kakovosti življenja pri bolnikih, zdravljenih s 
PBTZV, in bolnikih, zdravljenih s standardnimi konzervativnimi načini, v obdobju štirih 
otorinolaringoloških pregledov.  
 
Pred začetkom klinične raziskave smo pregledali literaturo o uporabi PBTZV na drugih 
področjih medicine. Predstavljamo jo v doktorski disertaciji. Ugotovili smo, da so 
postopki priprave PBTZV heterogeni, zato smo natančno opisali tako postopke priprave 
PBTZV kot tudi sestavo PBTZV in sestavo krvi, iz katere pripravljamo PBTZV. Ker naj 
bi bila ponovljivost protokolov priprave PBTZV mogoča le pri 10 % raziskav (Chahla in 
sod., 2017), smo edinstven protokol priprave PBTZV želeli najprej izdelati in natančno 
opisati v sklopu predklinične raziskave.  
 
Zavedajoč se pomembne vloge ZV pri regeneraciji tkiv smo nameravali določiti tudi 
koncentracije ZV v PBTZV. Naleteli smo na heterogenost postopkov izolacije in 
karakterizacije ZV iz različnih telesnih tekočin, vključno iz PBTZV. Zato smo morali  z 
natančnim sistematičnim pregledom raziskav ovrednotiti klinično vrednost postopkov 
izolacije in karakterizacije ZV pri različnih stanjih. Zaradi nadaljnje uporabe 
večstopenjskega centrifugiranja pri pripravi PBTZV in pretočne citometrije pri merjenju 
koncentracij delcev v PBTZV smo v sistematični pregled vključili tudi klinične raziskave, 
v katerih so uporabljali omenjene postopke.  
 
Temeljni nameni doktorske disertacije so bili:  
1. preizkusiti učinkovitost PBTZV pri zdravljenju KVPVS;  
2. izdelati svoj postopek priprave PBTZV in ga natančno opisati;  
3. natančno analizirati postopke izolacije in karakterizacije ZV pri različnih stanjih.  
 
S temeljnimi nameni smo želeli izpolniti cilje:  
1. predlagati PBTZV kot možen način zdravljenja KVPVS; 
2. edinstven postopek priprave PBTZV uporabiti v nadaljnjih raziskavah zdravljenja 
bolezni s področja otorinolaringologije; 
3. določiti klinično vrednost ZV ter ugotoviti pomanjkljivosti postopkov izolacije in 
karakterizacije ZV ter jih izboljšati.  
 
Uresničitev zastavljenih ciljev smo ugotavljali s preizkušanjem veljavnosti naslednjih 
raziskovalnih hipotez: 
1. Uporaba plazme, bogate s trombociti in zunajceličnimi vezikli, ima zaradi 
potencialnih imunskih in regenerativnih učinkov ugodne učinke pri kirurško 
zdravljenih kroničnih vnetjih srednjega ušesa. 
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2. Koncentracija zunajceličnih veziklov v izolatih iz pripravkov krvi je odvisna od 
načina priprave. 
3. Zunajcelični vezikli so pomembni biomarkerji pri razlikovanju zdravja od 
bolezni. 
 
Doktorska disertacija je zasnovana na izsledkih klinične in predklinične raziskave, v 
katerih smo testirali prvo in drugo hipotezo. Testiranje tretje hipoteze temelji na 
sistematičnem pregledu kliničnih raziskav o postopkih izolacije in karakterizacije ZV 
(Vozel in sod., 2017).  
 
Najprej smo opravili sistematični pregled kliničnih raziskav. Sledila je predklinična 
raziskava, v kateri smo analizirali postopke priprave PBTZV. Izmed dveh analiziranih 
postopkov priprave PBTZV smo enega uporabili v randomizirani kontrolirani klinični 
raziskavi. Zaradi nadaljevanja analiz PBTZV je predklinična raziskava potekala 
vzporedno s klinično raziskavo.   
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 ZUNAJCELIČNI VEZIKLI 
 
2.1.1 Razvrstitev zunajceličnih veziklov 
 
Po opredelitvi Mednarodnega društva za zunajcelične vezikle (angl. International Society 
for Extracellular Vesicles) je poimenovanje ZV generični izraz za delce, ki se naravno 
sprostijo iz celice, so omejeni z lipidnim dvoslojem in se ne morejo podvajati, saj nimajo 
funkcionalnega jedra (Théry in sod., 2018). Ta opredelitev velja za katero koli celico, 
vključno z rastlinsko ali bakterijsko, ki je lahko vir ZV (van Niel in sod., 2018; Yáñez-
Mó in sod., 2015; Ogorevc in sod., 2013). Sprva so menili, da ZV služijo samo transportu 
celičnih odpadkov, kasneje pa so spoznali tudi njihovo vlogo pri medcelični komunikaciji 
v zdravju in bolezni (Kralj-Iglič 2012; Fais in sod., 2016; Ogorevc in sod., 2013, 2014). 
 
ZV, ki niso produkti programirane celične smrti, so pogosto razvrščeni kot mikrovezikli 
in eksosomi (van Niel in sod., 2018). Za določene markerje podvrst ZV ni konsenza, zato 
v izolatih ne moremo razlikovati med mikrovezikli in eksosomi. To bi bilo mogoče samo, 
če bi lahko določili njihove specifične markerje ali jasno prikazali mehanizem nastanka 
mikrovezikla ali eksosoma. Glede na minimalne zahteve publikacije MISEV2018 (Théry 
in sod., 2018) moramo ZV opisati na podlagi: 
1. fizikalnih lastnosti ZV: 
a) velikost: majhni ZV za < 200 nm in srednji/veliki ZV za > 200 nm; 
b) gostota: nizka, srednja, visoka; 
2. biokemijske sestave ZV; 
3. opisov celic izvora ZV ali pogojev, v katerih ZV nastajajo. 
 
2.1.2 Mehanizmi nastanka zunajceličnih veziklov 
 
ZV, ki niso apoptotska telesca, lahko razvrstimo na mikrovezikle in na eksosome. 
Razvrstitev temelji na mehanizmih nastanka, velikosti, sestavi in izvoru ZV. Po definiciji 
so mikrovezikli z membrano obdani delci velikosti 50–500 nm, ki nastanejo zaradi 
ektocitoze (tj. brstenja plazemskih membran), eksosomi pa z membrano obdani delci 
velikosti 50–150 nm, ki nastanejo z eksocitozo znotrajceličnih predelkov (van Niel in 
sod., 2018). Nekatere molekularne mehanizme nastanka ZV poznamo in jih po Van Nielu 
in sod. (2018) lahko razdelimo na naslednje stopnje: 
a) nastanek mikrodomen 
Začetni korak pri nastanku ZV je združevanje beljakovin in lipidov v plazemski 
membrani ali multivezikularnem endosomu (MVE) v mikrodomene, tj. agregate 
membranskih molekul. Nastanku mikrodomen v plazemski membrani sledi nastanek 
mikrovezikla, nastanku mikrodomen v MVE pa nastanek intraluminalnih veziklov (ILV). 
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MVE je znotrajcelični predelek z vezikli, ki nastanejo z uvihanjem membrane MVE 
navznoter. 
b) vezava citosolnih molekul 
Mikrodomene vežejo citosolne molekule (npr. beljakovine, ribonukleinske kisline); tako 
nastanejo agregati, ki so kasneje oviti z membrano mikrovezikla ali ILV. 
c) brstenje 
Agregati mikrodomen in citosolnih molekul se začnejo ločevati navzven v zunajcelično 
raztopino (t.j. ektocitoza), da kasneje nastane mikrovezikel, ali se začnejo ločevati 
navznoter v MVE, da kasneje nastane ILV. 
d) cepitev 
Mikrovezikel se sprosti v zunajcelično raztopino s cepitvijo brsta plazemske membrane, 
ILV pa se sprosti v MVE s cepitvijo brsta MVE. Nekateri od nastalih ILV se kasneje 
izločijo v zunajcelično raztopino kot eksosomi, nekateri pa se znotraj celice razgradijo. 
e) eksocitoza 
Končni korak pri nastanku eksosomov je verjetno eksocitoza MVE, ki sprosti ILV v 
zunajcelično raztopino. Na tej stopnji se ILV preimenujejo v eksosome. 
 
Glede na preučene mehanizme nastanka ZV pričakujemo, da nastanek eksosomov 
vključuje več stopenj ter da so eksosomi v primerjavi z mikrovezikli v povprečju manjši 
in prevažajo drugačen tovor (van Niel in sod., 2018). 
 
2.1.3 Načini delovanja zunajceličnih veziklov 
 
ZV izzovejo fiziološki ali patološki odziv, ko dosežejo tarčno celico. Tarčna celica je 
lahko sosednja, oddaljena ali izvorna, kar nakazuje pomembno vlogo ZV v avtoregulaciji. 
Opisujejo tri načine delovanja ZV (van Niel in sod., 2018): 
1. sprožitev celične signalizacije preko vezave na receptorje plazemske membrane 
tarčne celice; 
2. sproščanje tovora ZV v citosol tarčne celice preko zlitja ZV s plazemsko 
membrano tarčne celice; 
3. endocitoza ZV. 
 
2.1.4 Izolacija zunajceličnih veziklov 
 
Čeprav je uporabnost ZV obetavna, mehanizme njihovega nastanka pa temeljito 
preučujejo, standardnega izolacijskega postopka izolacije ZV še ni. S standardnimi 
laboratorijski preiskavami namreč izključno ZV ni mogoče odkriti, čeprav so njihove 
koncentracije v različnih telesnih tekočinah, gojiščih ali obdelanih vzorcih lahko visoke 
(Brisson in sod., 2017). Izolate ZV iz različnih telesnih tekočin in celičnih kultur so kljub 
temu pripravili in jih mikroskopsko preučevali (Šuštar in sod., 2010; Mrvar-Brečko in 
sod., 2010; Junkar in sod., 2009). Ugotovili so, da so iz krvi izolirani ZV dinamičen 
Vozel, D. Uporaba plazme, bogate s trombociti in zunajceličnimi vezikli za zdravljenje vnetij senčnice. 






material, ki nastaja iz delcev krvnih celic (Šuštar in sod., 2011). Ker izolacija ZV iz krvi 
temelji na odstranitvi večjih delcev, eritrocitov in levkocitov, nastali izolat poleg ZV 
vsebuje tudi molekule iz trombocitov in megakariocitov. Postopki izolacije ZV so lahko 
podobni postopku priprave plazme, bogate s trombociti (PBT), zato lahko plazma, bogata 
s trombociti, vsebuje tudi pomembne koncentracije ZV (Tao in sod., 2017). 
  
2.1.5 Uporaba izolatov zunajceličnih veziklov v klinični praksi 
 
Ker ZV vsebujejo različne molekule, pomembne v medcelični komunikaciji, lahko ZV 
uporabimo pri diagnosticiranju in zdravljenju številnih bolezni. Zaradi njihove vloge jih 
je primerno poimenovati teranostična orodja. Uporabljali bi jih namreč lahko kot 
biomarkerje pri diagnosticiranju nalezljivih bolezni, nevrodegenerativnih bolezni, 
avtoimunskih bolezni ali tumorjev. Za namene zdravljenja bi jih lahko uporabili pri 
regeneraciji tkiv, kot cepiva proti nalezljivim boleznim ali tumorjem, kot imunosupresijo 
ali kot prenašalce zdravil (Fais in sod., 2016; Tesovnik in sod., 2020). Čeprav izolatov 
ZV v standardni klinični praksi še niso uporabili za zdravljenje, jih že uporabljajo v obliki 
pripravkov, bogatih z ZV, med katere uvrščamo tudi PBT. PBT namreč zaradi načinov 
priprave vsebuje pomembne koncentracije trombocitov in iz njih nastalih ZV (t. i. 
trombocitni ZV) (Slika 1). Tako trombociti kot tudi iz trombocitov nastali ZV imajo 
pomembne regenerativne učinke, prav trombocitni ZV pa naj bi imeli glavno vlogo pri 
regeneraciji (Uršič in sod., 2014; Tao in sod., 2017). Morda imajo izolati trombocitnih 
ZV celo boljši regeneracijski potencial kot PBT (Tao in sod., 2017). Zaradi pomembne 
vloge ZV v PBT je ustrezno poimenovanje pravzaprav plazma, bogata s trombociti in 
zunajceličnimi vezikli (PBTZV). 
 
Vozel, D. Uporaba plazme, bogate s trombociti in zunajceličnimi vezikli za zdravljenje vnetij senčnice. 







Slika 1: Elektronskomikroskopski prikaz plazme, bogate s trombociti in zunajceličnimi vezikli (Uršič in 
sod., 2014).  
Beli puščici prikazujeta aktivirane trombocite in črna puščica zunajcelične vezikle (ZV) v plazmi, bogati s 
trombociti in zunajceličnimi vezikli. Vidna je heterogenost velikosti in oblik trombocitov in ZV.  
Figure 1: Scanning electron microscope photography of platelet- and extracellular vesicle-rich plasma 
(Uršič in sod., 2014).   
White arrows show activated platelets and black arrow extracellular vesicles in platelet- and extracellular 
vesicle-rich plasma. Heterogeneity of the platelets' size and shape can be observed. 
 
2.2 PLAZMA, BOGATA S TROMBOCITI IN ZUNAJCELIČNIMI VEZIKLI 
 
Zaradi različnih postopkov priprave in aktivacije PBTZV so razvrstitve PBTZV 
heterogene. Heterogeno je že njeno poimenovanje. Tako PBTZV imenujemo plazma, 
bogata s trombociti (angl. platelet-rich plasma), fibrinski matriks, bogat s trombociti 
(angl. platelet-rich fibrin matrix), fibrin, bogat s trombociti (angl. platelet-rich fibrin), 
trombociti, bogati z rastnimi dejavniki (angl. platelet-rich growth factors), ter trombocitni 
koncentrat (angl. platelet concentrate) ali trombocitni gel (angl. platelet gel) (Alves in 
Grimalt 2018). Ugotovili so tudi, da glavne regenerativne funkcije PBTZV opravljajo 
prav trombocitni ZV (Guo in sod. 2017). Trombocitne ZV v PBTZV so opazovali 
mikroskopsko (Uršič in sod., 2014) (Slika 1). Spoznali so, da nastajajo iz aktiviranega 
trombocita, ki prične brsteti in je nagnjen k tvorbi ZV (Tao in sod., 2017). Ker se vloge 
trombocitnih ZV v PBTZV vpletajo v definicijo PBTZV, je PBTZV smiselno opredeliti 
kot del krvne plazme s koncentracijami trombocitov in ZV, višjimi kot v periferni krvi.  
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Zaradi nadaljnje primerljivosti raziskav moramo postopek priprave in vnosa PBTZV 
podrobno opisati. V grobem lahko PBTZV pripravimo na dva načina, tj. s postopki, ki 
temeljijo na krvni plazmi, in s postopki, ki temeljijo na levkocitni plasti (angl. buffy coat). 
Obe vrsti postopkov vključujeta centrifugiranje krvi.  Da bi razumeli postopke priprave 
PBTZV in njeno vlogo v medicini, v nadaljevanju opisujemo sestavo krvi ter trombocite 
in ZV. 
 
2.2.1 Sestava krvi, trombociti in trombocitni zunajcelični vezikli 
 
Na Sliki 2 prikazujemo vzorec krvi zdrave osebe, centrifugiran pri 1000–2000 g, 20–30 
minut. Eritrociti so večinoma v rdeče obarvanem delu centrifugiranega vzorca krvi in se 
zbirajo na dnu epruvete. Pri zdravem človeku eritrociti navadno obsegajo približno 55 % 
volumna krvi, kar imenujemo hematokrit. Plazma je rumenkasta tekočina nad eritrociti 
in pri zdravem navadno obsega približno 45 % volumna krvi. Med hematokritom in 
plazmo je tanka in gosta levkocitna plast (angl. buffy coat), v kateri so levkociti in 
trombociti. Pri zdravem levkocitna plast navadno zavzema manj kot 1 % volumna krvi. 
Bogata je s trombociti, a se trombociti zaradi različnih velikosti in oblik ter zato različnih 
stopenj sedimentacije nahajajo tudi v hematokritu in plazmi. To moramo upoštevati med 
centrifugiranjem krvi v postopku priprave PBTZV. Iz vzorca centrifugirane krvi, ki je 
podoben vzorcu na Sliki 2, odvzamemo bodisi plazmo bodisi levkocitno plast in iz njiju 
pripravimo PBTZV.  
 
 
Slika 2: Sestava vzorca krvi zdrave osebe po centrifugiranju pri 1000–2000 g, 20–30 minut.  
Zgornja rumenkasta plast je plazma, spodnja temno rdeča pa so eritrociti. Razmerje med prostornino 
eritrocitov in skupno prostornino krvi imenujemo hematokrit. Levkocitna plast (angl. buffy coat), ki pri 
zdravi osebi običajno zavzema manj kot 1 % volumna krvi, je vidna kot sivkasta, gosta plast med plazmo 
in eritrociti. 
Figure 2: Blood fractions after centrifugation at 1000-2000 g for 20-30 minutes.  
The upper yellowish layer is plasma and lower dark red are red blood cells. The ratio between the volume 
of red blood cells and the total volume of blood is haematocrit. Buffy coat, which occupies less than 1 % 
of blood volume in a normal human subject, is observed as a greyish, dense layer between plasma and red 
blood cells. 
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Trombociti in trombocitni ZV imajo najpomembnejše regenerativne funkcije PBTZV 
(Tao in sod., 2017; Uršič in sod., 2014). Mirujoči (tj. neaktivirani) trombociti so 2–3 µm 
velike brezjedrne krvne celice v obliki diska in nastanejo s fragmentacijo citoplazme 
megakariocitov v kostnem mozgu ali pljučih. Imajo razmeroma kratko življenjsko dobo, 
le 7–10 dni (Koupenova in sod., 2018). Pri zdravem človeku je njihova koncentracija v 
krvi 150–400 x 109 /L. Po krvni koncentraciji se uvrščajo na drugo mesto, takoj za 
eritrociti (Ali in sod., 2015). Trombociti so pomembni pri hemostazi, imunskem odzivu 
in regeneraciji tkiv. Oblika in velikost jim omogočata, da potujejo ob žilni steni in tako 
hitro zaznajo okvaro endotela (Holinstat, 2017). Omenjene funkcije jim omogoča tudi 
izločanje bioaktivnih molekul, ki se nahajajo v zrncih, citoplazmi ali celičnih organelih 
(Preglednica 1). Največja in najbolj bogata so zrnca alfa, ki vsebujejo približno 280 
različnih vrst beljakovin. Zrnca delta (t. i. gosta zrnca) so manjša in vsebujejo manjše 
molekule. Zrnca lambda so lizosomi in vsebujejo predvsem encime. Opisujejo tudi T-
zrnca, sestavljena iz molekul, ki se izločajo z eksocitozo ali s preprosto translokacijo na 
zunajcelično površino plazemske membrane (Morrell in sod., 2014). Nekatere molekule 
v zrncih delujejo tudi protimikrobno (Fabbro in sod., 2016). Trombociti naj bi bili najbolj 
številčne imunske krvne celice, ker so njihove koncentracije v krvi večje kot krvne 
koncentracije levkocitov. Imajo tudi pomembno imunološko in protimikrobno vlogo (Ali 
in sod., 2015). 
 
Trombociti po aktivaciji brstijo in z odcepom brstov tvorijo ZV (Koupenova in sod., 
2018; Tao in sod., 2017), ki vsebujejo molekule izvornega trombocita. Zato imajo tudi 
trombocitni ZV pomembno vlogo v hemostazi, imunskem odzivu in regeneraciji tkiv (Ali 
in sod., 2015; Etulain 2018; Holinstat 2017; Morrell in sod., 2014). Trombocitni 
eksosomi, izolirani iz PBTZV, naj bi bili zaslužni za regenerativno vlogo PBTZV, saj 
spodbujajo rast in migracijo celic ter nastajanje žil. To omogočajo rastni dejavniki znotraj 
eksosomov, zlasti bFGF, PDGF, TFG-β in VEGF (Preglednica 1) (Guo in sod., 2017). 
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Preglednica 1: Nekatere molekule iz trombocitov in trombocitnih zunajceličnih veziklov v plazmi, bogati 
s trombociti in zunajceličnimi vezikli, ki imajo pomembno vlogo v hemostazi, imunskem odzivu in 
regeneraciji (Morrell in sod., 2014; Anitua in sod., 2004; Guo in sod., 2017).  
Table 1: Some molecules from platelets and platelet-derived extracellular vesicles in platelet- and 
extracellular vesicle-rich plasma with their functional roles in haemostasis, immune response and 
regeneration (Morrell et al., 2014; Anitua et al., 2004; Guo et al., 2017). 
Molekule Vloge 
zrnca alfa 
bFGF kemotaksa, rast in diferenciacija celic, angiogeneza 
CD63 transmembranska adaptorska beljakovina, rekrutiranje levkocitov 
CD40L družina TNF-: odziv limfocitov B, aktivacija endotelnih in antigen-
predstavitvenih celic 
ciklofilin A rastni dejavnik za gladkomišične celice 
MIP-1 aktivacija nevtrofilnih in eozinofilnih granulocitov, tvorba imunoglobulinov 
MMP-2, MMP-9 razkroj zunajceličnega matriksa, tvorba skupkov trombocitov in levkocitov 
PDGF rast celic, diferenciacija monocitov oz. makrofagov  
PF4 rekrutiranje monocitov, nevtrofilnih granulocitov, limfocitov T in 
diferenciacija T-celic pomagalk 
Ppbp -tromboglobulin 
NAP-2 
rekrutiranje in aktivacija nevtrofilnih granulocitov, aktivacija fagocitoze 
makrofagov 
protein S tvorba in regulacija trombina, angiogeneza 
P-selektin cktivacija komplementa, adhezija levkocitov 
SDF-1 kemotaksa limfocitov T, monocitov in nevtrofilnih granulocitov 
TGF- pomnožitev celic, diferenciacija limfocitov T, regulacija fenotipa limfocitov 
B in makrofagov 
trombocidini baktericidne and fungicidne vloge 
trombospondini apoptoza, vnetje endotelnih celic, tvorba skupkov trombocitov in makrofagov 
VEGF angiogeneza, izražanje adhezijskih molekul 
vWF adhezija trombocitov, ekstravazacija nevtrofilnih granulocitov 
zrnca delta 
ADP aktivacija endotelnih celic, levkocitov in trombocitov  
glutamat regulacija limfocitov T 
histamin okrepitev žilnega odziva in izločanja vsebine zrnc, vnetne in protivnetne 
vloge 
polifosfati aktivacija imunskega odziva 
serotonin regulacija dendritičnih celic in limfocitov T, vazokonstrikcija in povečana 
kapilarna prepustnost 
molekule zunaj zrnc  
GPIb vezava na levkocitne receptorje komplementa 
IL-1 akutni vnetni odziv, aktivacija levkocitov in endotelnih celic 
dušikov oksid protivnetni in protitrombotični učinki 
tromboksan diferenciacija limfocitov T, aktivacija monocitov 
Opombe: bFGF – bazični fibroblastni rastni faktor; CD40L – CD40 ligand; TNF – dejavnik tumorske 
nekroze; MIP – makrofagni inhibitorni protein; MMP – matriksna metaloproteinaza; PDGF – trombocitni 
rastni dejavnik; PF – trombocitni dejavnik 4; Ppbp – protrombocitni bazični protein  
Se nadaljuje 
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Nadaljevanje Preglednice 1 
NA – peptid aktivacije nevtrofilnih granulocitov; SDF – faktor stromalnih celic; TGF – transformirajoči 
rastni dejavnik; VEGF – žilni endotelni rastni dejavnik; vWF – von Willebrandov faktor; ADP – adenozin 
difosfat; GPIb – glikoprotein Ib; IL – interlevkin.  
Remarks: bFGF – basic fibroblast growth factor; CD40L – CD40 ligand; TNF – tumour necrosis factor; 
MIP – macrophage inhibitory protein; MMP – matrix metalloproteinase; PDGF – platelet-derived growth 
factor; PF – platelet factor 4; Ppbp – pro-platelet basic protein; NAP – neutrophil activating peptide; SDF 
– stromal cell-derived factor; TGF – transforming growth factor; VEGF – vascular endothelial growth 
factor; vWF – von Willebrand factor; ADP – adenosine diphosphate; GPIb – glycoprotein Ib; IL – 
interleukin.  
 
2.2.2 Postopki priprave plazme, bogate s trombociti in zunajceličnimi vezikli 
 
Poznavanje sestave krvi in lastnosti trombocitov omogoča, da lahko PBTZV pripravimo 
z različnimi postopki. Sistematični pregled 105 raziskav, v katerih so uporabili PBTZV, 
je razkril, da so v 10 % raziskav lahko postopke priprave ponovili (Chahla in sod., 2017). 
Ker se trombociti in levkociti ne nahajajo izključno v levkocitni plasti, popolna ločitev 
trombocitov od drugih krvnih celic s centrifugiranjem praktično ni izvedljiva. To 
otežujeta tudi različnost sestave krvi med različnimi vzorci krvi posameznika in različnost 
sestave krvi med posamezniki. Na stanje trombocitov in nastajanje ZV ter s tem na 
sestavo PBTZV vpliva že način odvzema krvi, kasneje pa tudi postopki obdelave vzorcev, 
iz katerih bo nastala PBTZV (Šuštar in sod., 2011; Štukelj in sod., 2014, 2017). DeLong 
in sod. (2012) postopke priprave PBTZV, ki temeljijo centrifugiranju, v grobem delijo na 
dve skupini:  
a) postopke, ki temeljijo na krvni plazmi; 
b) postopke, ki temeljijo na levkocitni plasti.  
Postopki se med seboj razlikujejo po volumnu PBTZV ter koncentracijah trombocitov in 
levkocitov v PBTZV ter posledično po klinični uporabi nastale PBTZV. Če sta prejemnik 
PBTZV in darovalec krvi sta različna, govorimo o heterologni PBTZV. V nasprotnem 
primeru govorimo o avtologni PBTZV. 
 
2.2.2.1 Postopki priprave plazme, bogate s trombociti in zunajceličnimi vezikli, ki 
temeljijo na krvni plazmi 
 
Ti postopki temeljijo na ločevanju krvne plazme in trombocitov od levkocitov in 
eritrocitov, kar dosežemo z odstranitvijo hematokrita in levkocitne plasti po prvem 
koraku centrifugiranja. Ker levkocitna plast vsebuje veliko levkocitov in trombocitov, s 
protokoli, ki temeljijo na krvni plazmi, proizvedemo PBTZV z nizkim ali minimalnim 
številom levkocitov na račun nizkega števila trombocitov. Koncentracije trombocitov v 
nastali PBTZV so  približno 2- do 3-krat večje (300–500 x 109/L) od izhodiščne 
koncentracije trombocitov v celotni krvi (DeLong in sod., 2012). Za povečanje števila 
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trombocitov in znižanje števila levkocitov v PBTZV lahko izvedemo dodatno 
centrifugiranje, torej dvo- ali večstopenjsko centrifugiranje namesto enostopenjskega 
centrifugiranja. Najprej krajši čas centrifugiramo pri nizkem pospešku (pri približno 200–
400 g, 4–6 minut pri 18 °C), s čimer odstranimo eritrocite. Nato za koncentriranje 
trombocitov centrifugiramo supernatant (tj. plazmo nad levkocitno plastjo), ki je nastal 
po prvem centrifugiranju z visokim pospeškom daljši čas (približno 600–800 g, 16–18 
minut pri 18 °C) (DeLong in sod., 2012). 
 
2.2.2.2 Postopki priprave plazme, bogate s trombociti in zunajceličnimi vezikli, ki 
temeljijo na levkocitni plasti 
 
Ti postopki so osredotočeni na izolacijo trombocitov. Levkocitno plast izoliramo iz 
vzorca krvi s centrifugiranjem pri visokem pospešku in dlje v primerjavi s postopki, ki 
temeljijo na krvni plazmi. Pri teh postopkih je število trombocitov v PBTZV večje na 
račun večjega števila trombocitov v levkocitni plasti, višje pa so tudi koncentracije 
levkocitov v nastali PBTZV. Na ta način navadno pripravimo PBTZV s 3- do 8-krat 
višjimi (500–1500 x 109/L) koncentracijami trombocitov od izhodiščne (DeLong in sod., 
2012). 
 
2.2.3 Sestava plazme, bogate s trombociti in zunajceličnimi vezikli 
 
Idealne koncentracije trombocitov v PBTZV so določene glede na opazovane terapevtske 
učinke. Znano je, da lahko koncentracije trombocitov, višje od 1250 x 109/L, zavirajo 
celjenje, preučevali pa so tudi učinke drugačnih koncentracij trombocitov. Pomembna je 
razvrstitev PAW po Delongu in sod. (2012), ki PBTZV razvršča glede na koncentracijo 
trombocitov (angl. platelets, P), način aktivacije (angl. activation, A) in koncentracijo 
levkocitov (angl. white blood cells, W) v PBTZV. Delong in sod. (2012) predlagajo tudi 
poročanje o izhodiščnih krvnih koncentracijah trombocitov. Razvrstitev PAW odločilno 
pomaga pri postopkih priprave PBTZV ter omogoča primerljivost raziskav in kasnejše 
metaanalize. 
 
2.2.3.1 Koncentracija trombocitov v plazmi, bogati s trombociti in zunajceličnimi 
vezikli 
 
Koncentracija trombocitov v PBTZV je lahko nizka, zmerna, visoka ali super. Nizka 
koncentracija trombocitov pomeni, da je koncentracija trombocitov v PBTZV nižja od 
izhodiščne krvne koncentracije. Takšen pripravek imenujemo tudi plazma, revna s 
trombociti (angl. platelet poor plasma). Ker ima neznaten učinek, jo v raziskavah pogosto 
uporabljajo kot placebo. Zmerna koncentracija trombocitov v PBTZV pomeni, da je 
koncentracija 1- do 4-krat višja od izhodiščne. V večini kliničnih raziskav, ki poročajo o 
zadovoljivem učinku, so uporabljali zmerne koncentracije trombocitov. Če je 
Vozel, D. Uporaba plazme, bogate s trombociti in zunajceličnimi vezikli za zdravljenje vnetij senčnice. 






koncentracija trombocitov v PBTZV 4- do 6-krat višja izhodiščne, jo opredelimo kot 
visoko. Običajno jo dosežemo s postopki priprave, ki temeljijo na levkocitni plasti. V 
številnih kliničnih raziskavah in raziskavah na živalih poročajo o ugodnem učinku visoke 
koncentracije trombocitov. Koncentracije trombocitov, višje od 6-kratnika izhodiščne 
koncentracije, bi lahko škodovale zaradi paradoksalne inhibicije, saj prekomerne 
koncentracije trombocitov in rastnih dejavnikov povzročajo apoptozo trombocitov ter 
zniž jo regulacijo in desenzibilizacijo receptorjev (DeLong in sod., 2012). 
 
2.2.3.2 Koncentracija levkocitov v plazmi, bogati s trombociti in zunajceličnimi vezikli 
 
Tudi koncentracija levkocitov v PBTZV je odvisna od postopka njene priprave. S 
postopki, ki temeljijo na levkocitni plasti, pripravimo PBTVZ s koncentracijo levkocitov, 
ki je višja od izhodiščne krvne koncentracije. Visoke koncentracije levkocitov, zlasti 
nevtrofilcev, spodbujajo brazgotinjenje, kar pri zdravljenju brazgotin ni zaželeno. 
Nasprotno so pri preprečevanju okužb in zdravljenju odprtih ran visoke koncentracije 
levkocitov morda koristne, saj je izdatno aktiviranje imunskega odziva bolj zaželeno 
(DeLong in sod., 2012). 
 
2.2.4 Načini aktivacije plazme, bogate s trombociti in zunajceličnimi vezikli, ter 
odvzem krvi 
 
PBTZV lahko v tarčno tkivo vnesemo v nespremenjeni (tj. tekoči) obliki ali v obliki gela. 
Gel pripravimo z aktivacijo trombocitov in vitro (tj. eksogeno). Nastanek gela oziroma 
eksogena aktivacija trombocitov je po mehanizmih nastanka analogna endogenemu 
nastanku belega krvnega strdka (DeLong, Russell, in Mazzocca 2012). Aktivacija 
trombocitov je transformacija trombocitov zaradi reakcij na njihovih membranah in v 
njihovi okolici. Reakcije povzročijo spremembe v lokalni sestavi membrane, kar 
spremeni njeno ukrivljenost in s tem tudi obliko trombocitov. Aktiviran trombocit najprej 
kaže cevaste izrastke, v osrednjem delu pa postane kroglast. Zaradi nagnjenosti 
trombocita k brstenju oziroma vezikulaciji (tj. nastajanju ZV), se izrastki odcepijo. Ker 
se sestavine membran lahko izmenjajo med celicami in fragmenti, ZV ne vsebujejo le 
sestavin trombocitov (Uršič in sod., 2014; Ali in sod., 2015; Holinstat, 2017; Morrell in 
sod., 2014; Etulain, 2018).  
 
Aktivacijo PBTZV lahko dosežemo z uporabo različnih snovi, na primer z govejim 
trombinom, kalcijevim kloridom ali obema snovema. Aktivatorji zaradi povečanja 
prostornine razredčijo PBTZV ali povzročajo neželene učinke. Pri uporabi govejega 
trombina lahko nastopi preobčutljivostna reakcija, kalcijev klorid pa lahko zaradi 
znižanja pH povzroči bolečino. Kljub omenjenim pomanjkljivostim pa je prednost gela, 
da ga zaradi mehanskih lastnosti oziroma obstojnosti (npr. lahko ga všijemo v tarčno 
tkivo) v nekaterih primerih bistveno lažje vnesemo v tkivo, pa tudi rastne dejavnike naj 
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bi sproščal bolj nadzorovano kot tekoča oziroma neaktivirana PBTZV (DeLong in sod., 
2012).  
 
Če smo kri odvzeli v epruvete brez antikoagulanta, med prvim centrifugiranjem nastane 
krvni strdek, zato po definiciji to ni PBTZV ali PBTZV v obliki gela. Kri moramo torej 
obvezno odvzeti v epruvete z antikoagulantom (do Amaral idr. 2016). Razvrstitev po 
Delongu in sod. (2012) ne upošteva vrste antikoagulanta, ki ga uporabljamo pri pripravi 
PBTZV, čeprav je nadvse pomembna. S primerjavo treh antikoagulantov – natrijevega 
citrata, citratne raztopine kisle reakcije, ki vsebuje dekstrozo (angl. acid citrate dextrose, 
ACD), in EDTA (etilendiamintetraacetat) pri pripravi PBTZV Amaral in sod. (2016) kot 
antikoagulant pri odvzemu krvi priporočajo natrijev citrat. Natrijev citrat namreč 
omogoča pripravo bolj koncentrirane PBTZV in spodbudi proliferacijo mezenhimskih 
stromalnih celic brez vmešanja v njihov fenotip (do Amaral in sod., 2016). 
 
Če PBTZV pred vnosom ne aktiviramo, jo vnesemo v tekočem stanju. V tem primeru 
proces aktivacije trombocitov oziroma PBTZV poteka v tarčnem tkivu (tj. endogeno). 
Opisani način aktivacije posnema fiziološko aktivacijo trombocitov preko interakcije s 
kolagenom tipa I, ki je močan endogeni aktivator, celo močnejši od trombina. Ker 
endogeno aktivacijo uravnavajo fiziološki mehanizmi, rastni dejavniki pa se sproščajo po 
endogeni poti, to preprečuje prenasičenost njihovih receptorjev. Prednost PBTZV v 
tekoči obliki je tudi možnost vbrizganja v tarčno tkivo (DeLong in sod., 2012). 
 
Čeprav je opis načina aktivacije v razvrstitivi PBTZV nedvomno pomemben, pa 
aktivacija PBTZV vedno poteka na oba opisana načina, tj. eksogeno in endogeno. 
Trombociti se namreč vedno najprej aktivirajo eksogeno (že med venepunkcijo in 
centrifugiranjem) ter kasneje še endogeno preko interakcije s kolagenom tipa 1 (DeLong 
in sod., 2012). 
 
Osnovno poznavanje postopkov priprave, sestave PBTZV, načinov aktivacije PBTZV in 
tehnik vnosa PBTZV vodi v izbiro najustreznejše PBTZV za bolnika, hkrati pa lahko 
pričakujemo tudi ugoden vpliv ZV v PBZTV. 
 
2.2.5 Dosedanja uporaba plazme, bogate s trombociti in zunajceličnimi vezikli 
 
Deset let po prvi uporabi v hematologiji leta 1970 so PBTZV pričeli uporabljati tudi v 
maksilofacialni kirurgiji. Sledilo je zdravljenje kostno-mišičnih poškodb športnikov 
(Alves in Grimalt, 2018), nato pa so PBTZV začeli uporabljati tudi na drugih področjih 
medicine, zlasti v kirurgiji (Preglednica 2). Čeprav je področje uporabe PBTZV izjemno 
široko, sistematičnih pregledov in metaanaliz primanjkuje. 
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Preglednica 2: Pregled klinične uporabe plazme, bogate s trombociti in zunajceličnimi vezikli na različnih 
področjih medicine (razen otorinolaringologije). 
Table 2: A survey on platelet- and extracellular vesicle-rich plasma clinical application in different fields 
of medicine (except otorhinolaryngology). 
Področje medicine Indikacija, bolezen ali kirurški poseg 
ortopedija in 
travmatologija 
*plantarni fasciitis (Huang in sod., 2019) 
*epikondilitis komolca (Huang in sod., 2019) 
*osteoartritis kolena (Wu Q. in sod., 2020; Kossev in Sokolov, 2015) 
osteoartritis kolka (Di Sante in sod., 2016) 
Ahilova tendinopatija (Uršič in sod., 2014) 
patelarna tendinopatija (Uršič in sod., 2014) 
zlom kosti (Kossev in Sokolov, 2015) 




ter kirurgija roke 
redukcijska mamaplastika (Man in sod., 2001) 
abdominoplastika (Man in sod., 2001) 
sindrom karpalnega kanala (Wu Y. T. in sod., 2017) 
alopecija (Gkini in sod., 2014; Betsi in sod., 2013) 
rekonstrukcija dojk z lipofilingom (Dawood in Salem, 2018)  
kirurgija ran  *diabetične razjede (Hu in sod., 2019)  
venske razjede nog (Rappl, 2011) 
arterijske razjede (Semenič, 2018) 
razjede zaradi pritiska (Rappl, 2011)  
poškodbene rane (Semenič, 2018) 
kronične rane (Kossev in Sokolov, 2015; Xia in sod., 2019) 
maksilofacialna in 
oralna kirurgija 
*parodontalne vrzeli (Hou in sod., 2016) 
*parodontalna bolezen (Albanese in sod., 2013; Franchini in sod., 2019) 
*osteoartritis čeljustnega sklepa (Chung in sod., 2019) 
kirurgija odontogenih cist mandibule (Cieślik-Bielecka in sod., 2016) 
kirurgija zlomov mandibule (Cieślik-Bielecka in sod., 2016; Daif, 2013) 
kirurgija zobnih implantatov (Albanese in sod., 2013) 
dvig maksilarnega sinusa (Albanese in sod., 2013) 
bisfosfonatna osteonekroza mandibule (Albanese in sod., 2013) 
ortognatska kirurgija (Tabrizi in sod., 2018) 
ekstrakcija zob (Albanese in sod., 2013) 
ginekologija in 
urologija 
carski rez (Dawood in Salem, 2018) 
ektopija materničnega vratu (Dawood in Salem, 2018) 
distrofija vulve (Dawood in Salem, 2018) 
vulvektomija zaradi raka (Dawood in Salem, 2018) 
vezikularne, perianalne in rektovaginalne fistule (Dawood in Salem, 2018) 
erektilna disfunkcija (Matz in sod., 2018) 
urinska inkontinenca (Dawood in Salem, 2018; Matz in sod., 2018) 
neplodnost (Dawood in Salem, 2018) 
vaginalne okužbe (Dawood in Salem, 2018)  
vaginalno staranje (Dawood in Salem, 2018) 
Peyroniejeva bolezen (Matz in sod., 2018) 
 Se nadaljuje 
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Nadaljevanje Preglednice 2 
Opombe: Nekatera področja medicine v tabeli si indikacije, bolezni ali kirurške posege, pri katerih se je 
uporabila PBTZV, delijo. * sistematični pregled ali metaanaliza. 
Remarks: Some fields share indications, diseases or surgical procedures during which PVRP is applied. * 




Kolikor nam je znano, so trenutno o uporabi PBTZV v otorinolaringologiji na voljo le 
posamične objave in ena metaanaliza (Hsieh in sod., 2019). Metaanaliz in sistematičnih 
pregledov uporabe PBTZV v otorinolaringologiji je malo zaradi pomanjkanja dobro 
načrtovanih randomiziranih kontroliranih kliničnih raziskav (Pachito in sod., 2019). 




oftalmologija hiposekretorno suho oko (García‐Conca in sod., 2019) 
suho oko po laserski refrakcijski kirurgiji (Alio in sod., 2017) 
Sjögrenov sindrom (Avila in sod., 2019) 
razjede roženice (Alio in sod., 2007) 
kardiotorakalna 
kirurgija 
sternotomijske rane (Patel in sod., 2016; Kirmani in sod., 2016)  
hilotoraks po ezofagektomiji (Alamdari in sod., 2018) 
mediastinitis po operaciji srca (Kirmani in sod., 2016)  
nevrokirurgija glavobol po punkciji dure (Gunaydin in sod., 2017) 
kirurgija ledvene hrbtenice (Tarantino in sod., 2014) 
likvoreja po operaciji lobanje in hrbtenice (Theys in sod., 2018) 
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Preglednica 3: Pregled klinične uporabe plazme, bogate s trombociti in zunajceličnimi vezikli v 
otorinolaringologiji. 
Table 3: A survey on treatment with platelet- and extracellular vesicle-rich plasma in distinct anatomical 
areas of otorhinolaryngology. 
Anatomsko področje v 
otorinolaringologiji 
Indikacija, bolezen ali kirurški poseg  
obraz, vrat, nos, 
obnosne votline in 
sprednja lobanjska 
baza 
pomlajevanje obraza (Maisel-Campbell in sod., 2019; Gawdat in sod., 2017) 
pomlajevanje vratu (Gawdat in sod., 2017) 
brazgotine zaradi aken na obrazu* (Hsieh in sod., 2019) 
dvig obraza (angl. facelift) (Man in sod., 2001) 
dvig vratu (angl. neck lift) (Man in sod., 2001) 
rinoplastika (Gode in sod., 2019a; Gode in sod., 2019b) 
tamponada nosu po kirurškem posegu (Kuzucu in sod., 2017) 
obliteracija frontalnega sinusa (Mendonça-Caridad in sod., 2006, 2013; 
Taglialatela Scafati in sod., 2010) 
likvoreja skozi sprednjo lobanjsko bazo (Khafagy in sod., 2018) 
ustnice in ustna 
votlina 
razcep ustnice (Refahee in sod., 2019) 
spremembe ustne sluznice (Pathak in sod., 2015; Mahajan in sod.,  2018) 
oralni pemfigus vulgaris (EL-Komy in sod., 2018) 
osteoradionekroza mandibule (Scala in sod., 2010) 
žrelo in požiralnik faringoplastika pri obstruktivni nočni apneji (Elkahwagi in sod., 2020) 
travmatska ezofagokutana fistula (Joudi in sod., 2013) 
žleze slinavke suprafacialna parotidektomija (Ricci in sod., 2019; Scala in sod., 2014) 
uho in lateralna lobanjska baza 
zunanje uho amputacija uhlja (Lee in sod., 2017) 
srednje uho akutna perforacija bobniča (Habesoglu in sod., 2014) 
kronična perforacija bobniča (Yadav in sod., 2018; Sharma in sod., 2018; 
Sankaranarayanan in sod., 2013; Saeedi in sod., 2017; Fawzy in sod., 2018; 
El-Anwar in sod., 2017; Nair in sod., 2019; El-Anwar in sod., 2015; Ersözlü 
in Gultekin, 2020; Shiomi Y. in Shiomi Y., 2019) 
rekonstrukcija posteriorne stene zunanjega sluhovoda (Elbary in sod., 2018) 
rekonstrukcija mastoida po CWD mastoidektomiji (Jang in sod., 2016; Askar 
in sod., 2019) 
Opombe: PBTZV – plazma bogata s trombociti in zunajceličnimi vezikli; CWD – angl. canal wall down; 
* sistematični pregled ali metaanaliza. 
Remarks: PBTZV –  platelet- and extracellular vesicle-rich plasma; CWD –  canal wall down; * – 
systematical review or meta-analysis. 
 
2.2.5.1.1 Obraz, vrat, nos, obnosne votline in sprednja lobanjska baza 
 
PBTZV se je izkazala kot učinkovita pri različnih metodah pomlajevanja obraza. 
Uporabljali so jo v obliki lokalnih injekcij v polovico obraza na 2 tedna v skupnem 
trajanju 3 mesece. Učinek PBTZV so primerjali z nasprotno polovico obraza, ki so jo 
zdravili z lokalnimi injekcijami rastnih dejavnikov (tj. mezoterapijo). Ob upoštevanju 
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objektivnih in subjektivnih meril pri ocenjevanju izida zdravljenja so ugotovili, da je bila 
PBTZV pri pomlajevanju obraza bolj učinkovita kot mezoterapija (Gawdat in sod., 2017). 
V nedavno opravljenem sistematičnem pregledu se je izkazalo, da so injekcije PBTZV 
povsem varne in lahko koristne pri pomlajevanju (Maisel-Campbell in sod., 2019). 
Izsledki metaanalize sedmih raziskav so pokazali, da je PBTZV učinkovita v kombinaciji 
s CO2-frakcionarnim laserjem ali z mikronidlingom (angl. microneedling) pri zdravljenju 
atrofičnih brazgotin zaradi aken (Hsieh in sod., 2019). PBTZV uporabljamo tudi pri dvigu 
obraza (angl. facelift) in vratu (angl. necklift) za pospešitev celjenja kirurških ran (Man 
in sod., 2001). Celjenje kirurških ran je s PBTZV hitrejše tudi po rinoplastiki, zlasti v 
zgodnjem pooperativnem obdobju (Gode in sod., 2019a). PBTZV se je izkazala kot 
učinkovita tudi v smislu boljšega preživetja in ohranitve oblike implantiranega 
narezanega hrustanca v hrbtišče nosu po rinoplastiki (Gode in sod., 2019b). Z uporabo 
nosnih tamponov, prepojenih s PBTZV,  po rinokirurških posegih učinkovito zmanjšamo 
nastajanje krast, pogostost krvavitev in bolnikove težave ter pospešimo celjenje (Kuzucu 
in sod., 2017). Poleg tega so PBTZV učinkovito uporabili tudi v kombinaciji z materiali 
za zaporo likvorske fistule sprednje lobanjske baze (Khafagy in sod., 2018) ter pri 
obliteraciji frontalnega sinusa po kirurškem zdravljenju kroničnega frontalnega sinuzitisa 
(Mendonça-Caridad in sod., 2013; Taglialatela Scafati in sod., 2010) in fibrozne 
displazije (Mendonça-Caridad in sod., 2006). 
 
2.2.5.1.2 Ustnice in ustna votlina 
 
PBTZV je učinkovita tudi pri otrocih, saj po izsledkih randomizirane kontrolirane 
klinične raziskave (Refahee in sod., 2019) zmanjšuje velikost brazgotin po rekonstrukciji 
razcepa ustnic (t.i. heiloshize). PBTZV v obliki gela izboljša celjenje v zgodnjem 
pooperativnem obdobju in znatno zmanjša bolečino po kirurški odstranitvi potencialno 
malignih sprememb ustne votline (Mahajan in sod., 2018; Pathak in sod., 2015). 
Učinkovitost intralezijskih injekcij PBTZV je pri zdravljenju oralnega vulgarnega 
pemfigusa primerljiva s kortikosteroidnimi injekcijami, zato so PBTZV predlagali za 
alternativni način zdravljenja te bolezni (EL-Komy in sod., 2018). S PBTZV v obliki gela 
so zdravili tudi osteoradionekrozo mandibule (Scala in sod., 2010). Kljub naštetim 
raznolikim načinom uporabe PBTZV na tem anatomskem področju otorinolaringologije 
sistematičnih pregledov in metaanaliz žal nismo našli. 
 
2.2.5.1.3 Žrelo in požiralnik 
 
V faringologiji je uporaba PBTZV povezana s faringoplastiko za zdravljenje obstruktivne 
nočne apneje, pri kateri so PBTZV pred šivanjem v obliki gela nanesli v kirurško rano. 
Pri uporabi PBTZV so ugotovili statistično značilno manjšo pojavnost dehiscence 
kirurških ran mehkega neba, lažje obvladovanje bolečin in krajši čas do pričetka 
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normalnega hranjenja (Elkahwagi in sod., 2020). V ezofagologiji so PBTZV uporabljali 
pri zdravljenju travmatske ezofagokutane fistule pri otroku (Joudi in sod., 2013). 
 
2.2.5.1.4 Žleze slinavke 
 
Pri uporabi med suprafacialno parotidektomijo zaradi benignega tumorja obušesne žleze 
slinavke je PBTZV pospešila celjenje. V nedavni klinični raziskavi s kontrolno skupino 
so jo v obliki gela pred šivanjem nanesli v kirurško rano, s čimer so zmanjšali pogostost 
zapletov ter skrajšali trajanje hospitalizacije in čas do odstranitve drenaže (Ricci in sod., 
2019). V drugi, randomizirani kontrolirani klinični raziskavi prav tako poročajo o koristih 
PBTZV pri suprafacialni parotidektomiji (Scala in sod., 2014). 
 
2.2.5.1.5 Uho in lateralna lobanjska baza 
 
V večini raziskav na področju otologije in kirurgije lateralne lobanjske baze poročajo o 
uporabi PBTZV pri zdravljenju perforacij bobniča. 
 
2.2.5.1.5.1 Zunanje uho 
 
S PBTZV so zdravili zunanje uho pri bolniku s popolno travmatsko amputacijo uhlja. V 
replantirano uho so po operaciji večkrat lokalno vbrizgali PBTZV, 
polideoksiribonukleotid in zdravili s hiperbaričnim kisikom. Čeprav je raziskava le 
predstavitev primera, avtorji poročajo o nedvomni učinkovitosti PBTZV (Lee in sod., 
2017). 
 
2.2.5.1.5.2 Srednje uho 
 
V številnih raziskavah poročajo o uporabi PBTZV pri zdravljenju akutnih in kroničnih 
perforacij bobniča. V randomizirani kontrolirani klinični raziskavi so akutne travmatske 
perforacije učinkovito zdravili s PBTZV v obliki gela (Habesoglu in sod., 2014). Zaradi 
boljše obstojnosti so gel uporabili tudi pri timpanoplastikah s perihondrijem zaradi 
kroničnih centralnih perforacij bobniča. Avtorji so gel oblikovali v čep in ga položili 
lateralno od rekonstruiranega bobniča. V tej skupini bolnikov so zaznali statistično 
značilno boljše celjenje in manjšo pojavnost okužb kot v skupini bolnikov, ki ni prejela 
PBTZV (El-Anwar in sod., 2015). Zdi se, da je PBTZV bolj učinkovita pri zdravljenju 
perforacij bobniča, če jo vnesemo hkrati s presadki ali z materialom za tamponado. 
PBTZV namreč izboljša vraščanje presadka fascije (Yadav in sod., 2018; Nair in sod., 
2019) ali presadka maščobe (Ersözlü in Gultekin, 2020) in izboljša celjenje, če jo dajemo 
kot atelokolagensko gobo ali gelido (angl. gelfoam), prepojeno s PBTZV (Shiomi in 
Shiomi 2019; Saeedi in sod., 2017). PBTZV so uporabili tudi kot gel oblike peščene ure 
za zdravljenje majhnih perforacij bobniča v sklopu osvežitve robov perforacije. 
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Perforacija se je zacelila v 84 % primerov (El-Anwar in sod., 2017). Kljub obetavnim 
rezultatom v randomizirani kontrolirani klinični raziskavi poročajo o nizki uspešnosti 
PBTZV v obliki gela pri zdravljenju perforacij bobniča (Alhabib in Saliba, 2017), saj so 
pogoj izvedbe ustreznih metaanaliz za oceno učinkovitosti PBTZV v timpanoplastiki 
standardizacija postopkov priprave PBTZV in ustrezne smernice za poročanje rezultatov. 
Ob odkritju osteogenega potenciala PBTZV so jo uspešno uporabljali tudi pri 
rekonstrukcijah kosti v otorinolaringologiji. Pri obliteraciji mastoida po »canal wall 
down« mastoidektomiji so PBTZV uporabljali skupaj s kostno pasto. V raziskavi serije 
primerov poročajo o več kot 85-odstotni uspešnosti v smislu odsotnosti zapletov. 
Prednost uporabe PBTZV skupaj s kostno pasto je, da v primerjavi z uporabo drugih 
materialov za obliteracijo lažje radiološko prepoznamo ponovitev bolezni (Askar in sod., 
2019). PBTZV so s kostno pasto in titanovo mrežico uporabili tudi pri rekonstrukciji 
zadnje sluhovodne stene po »canal wall down« mastoidektomiji (Elbary in sod., 2018). 
Kljub izsledkom omenjenih raziskav randomiziranih kontroliranih kliničnih raziskav o 
uporabi PBTZV v kirurgiji mastoida za zdaj ni. 
 
2.2.6 Neželeni učinki plazme, bogate s trombociti in zunajceličnimi vezikli  
 
Neželeni učinki, povezani z uporabo PBTZV, so zelo redki; večina je povezanih s 
postopkom vnosa PBTZV ali s kirurškim posegom, med katerim uporabimo PBTZV. 
Tveganje morebitnega prenosa nalezljivih ali malignih bolezni pri uporabi avtolognih 
pripravkov je neznatno. Heterologna PBTZV lahko sproži tudi zavrnitveno reakcijo 
(Dhillon in sod., 2012). 
 
Zaradi obetavnih rezultatov glede uporabe PBTZV pri zdravljenju bolezni ušes lahko 
PBTZV uspešno uporabljamo tudi pri zdravljenju kroničnega vnetja pooperativne votline 
senčnice (KVPVS), ki lahko nastane po kirurškem zdravljenju bolezni srednjega ušesa, 
najpogosteje holesteatoma.  
 





O holesteatomu govorimo pri kroničnem vnetju srednjega ušesa (KVSU) s prisotnostjo 
ploščatoceličnega epitela v srednjem ušesu. Gre za pridobljeni holesteatom, ki je 
najpogostejši in nastane iz vraščanja epitela močno vleknjenega ali perforiranega bobniča 
v srednje uho (Slika 3). Prirojeni holesteatom je zelo redek. Pojavnost (incidenca) 
pridobljenega holesteatoma v razvitem svetu je nizka in po ocenah znaša 9,2 primera na 
100.000 prebivalcev (Kemppainen in sod., 1999).  V državah v razvoju je pojavnost 
pridobljenega holesteatoma zaradi višje pojavnosti kroničnega gnojnega vnetja srednjega 
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ušesa podcenjena. Zaradi vse več migracijskih tokov iz držav v razvoju v razvite države 
se pojavnost holesteatoma in kroničnega gnojnega vnetja srednjega ušesa povečuje tudi 
v razvitih državah (Benson in Mwanri, 2012). 
 
 
Slika 3: Normalen desni bobnič in holesteatom desnega srednjega ušesa.  
A prikazuje endoskopsko fotografijo normalnega bobniča, ki je bled, siv, cel in v nevtralni legi (tj. ni 
pomaknjen proti srednjemu ušesu ali proti sluhovodu). Odsev svetlobe (1) je stožčasto oblikovan in se 
nahaja v anteroinferiornem kvadrantu bobniča. Umbo (2), ročaj maleusa (3), stranski odrastek maleusa (4), 
anulus bobniča (5), chorda tympani (6), inkus (7), inkudostapedialni sklep (8), stapes (9), senca Evstahijeve 
cevi (10), senca niše okroglega okenca (11) in promontorij (12) so vidni skozi prosojen bobnič. Sprednja 
stena zunanjega sluhovoda se boči navzad (13). B prikazuje endoskopsko fotografijo značilne 
keratinizirajoče mase ploščatoceličnega epitela holesteatoma (1) v posterolateralnih kvadrantih bobniča, 
ostanke področja pars tens bobniča (2) in anulusa bobniča (3). Zadnja stena zunanjega sluhovoda in atik 
sta verjetno razžrta, kar je znak destruktivnega kroničnega holesteatomskega vnetja srednjega ušesa, ki 
zahteva kirurško zdravljenje.  
Figure 3: Normal tympanic membrane and cholesteatoma of the right ear. 
A shows an endoscopic photograph of the normal tympanic membrane, which is pale, grey and in neutral 
position (i.e. not retracted towards middle ear or bulging outwards), light reflection (1) is cone-shaped 
located in an anteroinferior quadrant of the tympanic membrane. Umbo (2), the handle of the malleus (3), 
lateral processus of the malleus (4), the tympanic annulus (5), chorda tympani (6), incus (7), incudostapedial 
joint (8), stapes (9), the shadow of the eustachian tube (10), the shadow of round window niche (11) and 
promontory (12) are visible through the transparent tympanic membrane. Anterior external ear canal wall 
is bulging posteriorly (13). B shows an endoscopic photograph of the typical keratinising masses (i.e. 
squamous epithelial tissue) of cholesteatoma (1) in posterolateral aspects of the tympanic membrane, 
remnant of pars tensa (2) and tympanic annulus (3). Posterior external ear canal wall and attic are probably 
eroded, which is a sign of a destructive chronic ear inflammation requiring surgical treatment. 
 
Holesteatom zdravimo s kirurško odstranitvijo ploščatoceličnega epitela, ujetega v 
srednjem ušesu. Glede na naravo in obseg bolezni obstajajo številne kirurške možnosti in 
različni pristopi, od preproste timpanoplastike do radikalne mastoidektomije, in so 
odvisni od obsežnosti bolezni in nadaljnjega pooperativnega spremljanja bolnika. 
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Radikalna mastoidektomija je operacija odprte tehnike (Slika 4), pri kateri odstranimo 
zadnjo sluhovodno steno in ustvarimo votlino, ki zunanji sluhovod združuje z mastoidno 
votlino. Nastalo votlino imenujemo tudi radikalna votlina. Je dobro pregledna in 
omogoča, da hitro prepoznamo ponovitev ali ostanek holesteatoma, olajša čiščenje (tj. 
toaleto) ter omogoča varno in slišeče se uho. Redkeje je (npr. pri zelo obsežnem 
holesteatomu) potrebna subtotalna petrozektomija,  pri kateri odstranimo celotno zunanje 
uho (razen uhlja) in srednje uho, odbrusimo skoraj vse zračne celice senčnice (razen 
celice vrha piramide), nastalo votlino med operacijo zapolnimo in sluhovod slepo 
zapremo kot vrečo. Z opisanim posegom žal prekinemo prevajanje zvoka preko 
sluhovoda in srednjega ušesa v notranje uho, torej po zračni poti, kar brez uporabe 
vibratornega slušnega pripomočka, ki prenaša zvok preko kosti neposredno na tekočino 
notranjega ušesa (torej izkorišča še prisotno kostno prevajanje), povzroči hudo prevodno 
izgubo sluha ali gluhost. Subtotalna petrozektomija je pogosteje kot pri holesteatomu 
poseg, potreben pri zdravljenju tumorjev senčnice. Druge vrste pooperativnih votlin 
senčnice razvrščamo glede na obsežnost operacije senčnice (Yung in sod., 2018). 
 
Radikalno mastoidektomijo opravimo pri približno 40 % bolnikov s holesteatomom 
(Lucidi in sod., 2019). Zaradi ponovitve holesteatoma ali ostanka holesteatoma je pogosto 
potrebnih več kirurških posegov. Vsak naslednji poseg je zaradi želje po odstranitvi 
holesteatoma bolj ablativen in tudi manj obziren do ohranitve sluha. 
 
Kirurško zdravljenje je izčrpano, ko z njim ni mogoče doseči večje koristi od tveganja. 
Pri odločanju o izvedbi subtotalne petrozektomije pri zdravljenju KVPVS moramo 
upoštevati izgubo prevajanja zvoka po zračni poti (tj. gluhost) in onemogočen neposredni 
otomikroskopski pregled pooperativne votline senčnice, saj se sluhovod konča slepo in 
vrečasto. O subtotalni petrozektomiji moramo torej vedno tehtno premisliti.  
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Slika 4: Intraoperativni prikaz pooperativne votline desne senčnice, t.i. radikalne votline. 
A prikazuje pooperativno votlino desne senčnice (tj. radikalno votlino) po odstranitvi holesteatoma, 
fotografirano otomikroskopsko intraoperativno in B ilustracijo radikalne votline z anatomskimi mejniki. 
Mastoid in srednje uho z zračnimi celicami se med operacijo odbrusita in deepitelizirata, da se odstrani 
celoten holesteatom in se ustvari radikalna votlina, ki združuje mastoidno votlino in zunanji sluhovod. 
Radikalna votlina omogoča dobro pooperativno prezračevanje in drenažo srednjega ušesa. Med operacijo 
so opredeljene pomembne strukture: pars tensa bobniča (1), ostanek zadnje stene zunanjega sluhovoda (2), 
greben obraznega živca (3), obrazni živec (črtkano), lateralni (4), posteriorni (5) in superiorni polkrožni 
kanal (6), sigmoidni sinus (7), srednja lobanjska kotanja (8), narastišče loka ličnice (9), vrh mastoida (10). 
Radikalna votlina se pooperativno reepitealizira.  
Figure 4: Intraoperative photography of right postoperative temporal bone cavity, i.e. radical cavity. 
A shows intraoperative otomicroscopical photography of right postoperative temporal bone cavity (i.e., 
radical cavity) after removal of cholesteatoma and B an illustration of the radical cavity with anatomical 
landmarks. The mastoid and middle ear with air cells are drilled and deepithelialised during surgery to 
remove the complete cholesteatoma and make a single cavity (i.e. radical cavity) which enables good 
postoperative ventilation and drainage of the middle ear. Important structures are identified during surgery: 
pars tensa of the tympanic membrane (1), the base of former posterior external ear canal wall (2), facial 
ridge (3), facial nerve (dashed), lateral (4), posterior (5) and the superior semicircular canal (6), sigmoid 
sinus (7), middle cranial fossa dura (8), zygomatic root (9), mastoid tip (10). The radical cavity 
reepithelialises postoperatively. 
 
2.3.2 Kronično vnetje pooperativne votline senčnice 
 
Pri 3–20 % bolnikov se radikalna votlina (tj. vrsta pooperativne votline senčnice) 
kronično vname (Slika 5). Bolniki tožijo zaradi vztrajajočega izcedka iz ušesa (Henatsch 
in sod., 2018; Brackmann in sod., 1994), med pregledom pa lahko vidimo vneto področje 
z granulacijskim tkivom, ki nastane zaradi onemogočene sposobnosti samočiščenja in 
prezračevanja. Epitel, ki zastaja, se okuži z bakterijami, najpogosteje z zlatim 
stafilokokom (Staphylococcus aureus) (Gluth in sod., 2013). Zato moramo poskrbeti za 
pogosto čiščenje in ostale konzervativne načine zdravljenja, ki vključujejo odstranjevanje 
granulacij in kemokavterizacijo s snovmi, kot je 2 % gencijana violet na vodni osnovi 
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(Shambaugh, 1967). Uporabili so tudi medicinski med (Henatsch in sod., 2015). Območje 
granulacije pa se kljub konzervativnim ukrepom pogosto upira epidermizaciji (tj. rasti 
epidermalnega tkiva), verjetno zaradi majhnega žarišča osteitične kosti ali kostnega 
sekvestra (Shambaugh, 1967). 
 
Preučevali so tudi različne kirurške načine zdravljenja in preprečevanja KVPVS 
(Skoulakis in sod., 2019; Harris in sod., 2016), med drugim obliteracijo mastoidne votline 
s sintetičnimi materiali (npr. bioaktivnim steklom, hidroksiapatitom, keramičnimi 
granulami kalcijevega fosfata, koralami, demineraliziranim kostnim matriksom, titanom, 
silikonom) ali z avtolognim tkivom (npr. mišičnoperiostealnim režnjem, kostnim čipsom, 
kostno pasto in hrustancem) (Skoulakis in sod., 2019; Kountakis, 2013). 
 
Dolgotrajni konzervativni načini zdravljenja KVPVS bistveno poslabšujejo kakovost 
življenja bolnikov in pomembno obremenjujejo zdravstvo (Khalil in Windle-Taylor, 
2003). Poznavanje lokalnih mehanizmov imunskega odziva pri kroničnem vnetju 
srednjega ušesa pa hkrati omogoča razvoj novih načinov zdravljenja. Na podlagi 
izsledkov pregleda raziskav ugotavljamo, da je uporaba PBTZV obetavna tudi pri 
zdravljenju KVPVS.  
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Slika 5: Prikaz kroničnega vnetja pooperativne votline senčnice, t.i. radikalne votline. 
A in B prikazujeta endoskopski fotografiji difuznega kroničnega vnetja pooperativnih votlin senčnice (t.i. 
radikalnih votlin) dveh bolnikov. Na A je viden obilen izcedek. Greben obraznega živca je označen z *. C 
prikazuje širjenje vnetja na uhelj.  
Figure 5: Presentation of postoperative temporal bone cavity inflammation, i.e. radical cavity. 
A and B show endoscopic photographs of diffuse postoperative temporal bone cavity inflammation (i.e., 
radical cavity) after cholesteatoma surgery. An abundant discharge is shown on A. Facial ridges (*) are 
relatively spared from the inflammatory process. C shows an inflammation, extending to the auricle. 
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3 MATERIALI IN METODE 
 
Raziskavo, ki smo jo opravili v sklopu doktorske disertacije, smo razdelili na 
predklinično raziskavo in na klinično raziskavo. Podlaga za izvedbo klinične raziskave 
sta bila predklinična raziskava in sistematični pregled raziskav (Vozel in sod., 2017). V 
klinični raziskavi smo preučevali zdravljenje bolnikov s KVPVS s PBTZV. Predklinično 
raziskavo, v kateri so sodelovali zdravi prostovoljci brez PBTZV, smo razdelili na 
raziskavo dveh postopkov priprave PBTZV in raziskavo sterilnosti postopka priprave 
PBTZV. Prostovoljci, ki so želeli sodelovati v raziskavi in so ustrezali vključitvenim 
merilom, so podpisali izjavo o zavestni in svobodni privolitvi za sodelovanje.  
 
3.1 ETIČNI VIDIKI 
 
Komisija za medicinsko etiko Republike Slovenije je raziskavo v sklopu doktorske 
disertacije 17. 4. 2019 ocenila kot etično ustrezno (št. 0120-146/2019/5) (Priloga A). 
Vsem bolnikom smo podali jasna navodila o postopanju ob morebitnem poslabšanju 
stanja in kontakte glavnih zdravnikov raziskovalcev. Omogočili smo jim 24-urno 
dostopnost otorinolaringologa na Kliniki za otorinolaringologijo in cervikofacialno 
kirurgijo, UKC Ljubljana. Pri odvzemu periferne venske krvi zdravih prostovoljcev brez 
KVPVS smo na mestu odvzema zagotovili primerno oskrbo glavnega zdravnika ter 
raziskovalnega in zdravstvenega tehnika. Odvzem je potekal v Laboratoriju za klinično 





Prospektivno randomizirano kontrolirano klinično raziskavo smo začeli z rekrutiranjem 
(tj. ustvarjanjem seznama) bolnikov, ki so ustrezali vključitvenim merilom, med obiski v 
otokirurški ambulanti Klinike za otorinolaringologijo in cervikofacialno kirurgijo, UKC 
Ljubljana v obdobju šestih mesecev (Preglednica 4). Rekrutirani bolniki so bili starejši 
od 18 let in so imeli KVPVS z zaključenim kirurškim zdravljenjem in izčrpanim 
standardnim konzervativnim zdravljenjem ter niso ustrezali izključitvenim merilom. 
Zaključeno kirurško zdravljenje je pomenilo, da s kirurškimi posegi ne bi bilo mogoče 
odpraviti KVPVS in hkrati ohraniti sluh. Tako npr. s subtotalno petrozektomijo sicer 
lahko odpravimo KVPVS, a hkrati okvarimo sluh. Standardno konzervativno zdravljenje 
smo opredelili kot izčrpano, ko nekirurški načini zdravljenja vsaj 8 tednov niso bili 
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Preglednica 4: Vključitvena in izključitvena merila klinične raziskave. 
Table 4: Inclusion and exclusion criteria of the study.  
Vključitvena merila  Izključitvena merila  
KVSU s prisotnostjo  1 merila od naslednjih: okužba mesta venepunkcije 
• viden izcedek iz ušesa nosečnost in/ali dojenje 
• posredni znaki izcedka iz ušesa (npr. na 
vzglavniku, oblačilih) 
kronično jemanje imunomodulatornih in/ali 
protimikrobnih zdravil 
• srbečica prisotnost sistemske nalezljive bolezni 
• občutek polnosti ušesa prisotnost malignoma 
• klinični znaki akutnega zagona vnetja 
ostali eksperimentalni poskusi zdravljenja 
posledic radikalne operacije KVSU 
zaključeno kirurško zdravljenje in izčrpano 
standardno konzervativno zdravljenje  
nezmožnost in/ali zavrnitev sodelovanja 
bolnika v raziskavi 
starost > 18 let prisotnost avtoimunske bolezni 
Opombe: KVSU – kronično vnetje srednjega ušesa. 
Remarks: KVSU – chronic middle ear inflammation. 
 
Po rekrutiranju bolnikov smo oblikovali seznam bolnikov s KVPVS, ki so ustrezali 
vključitvenim merilom, in jih razvrstili v eno od dveh intervencij. Intervencija A je 
pomenila zdravljenje s standardnimi konzervativnimi načini (tj. kontrolna skupina), 
intervencija B pa zdravljenje s PBTZV (tj. PBTZV skupina).  
 
Bolnike z obojestranskim KVPVS smo takoj uvrstili v intervencijo A, saj bi zdravljenje 
obojestranskega KVPVS s PBTZV zahtevalo odvzem dvojnega volumna krvi za pripravo 
PBTZV. Preostale bolnike, torej bolnike z enostranskim KVPVS, smo uvrstili v 
intervencijo A ali B s preprosto randomizacijo (angl. simple random allocation). 
Bolnikov z obojestranskim KVPVS torej nismo uvrstili v intervencijo B. Preprosto 
randomizacijo je izvedel raziskovalec, ki o rekrutiranih bolnikih ni vedel ničesar. 
Postopek je potekal v skladu z literaturo (Machin in Fayers, 2010) po sledečih korakih: 
1. Imena vseh rekrutiranih bolnikov z enostranskim KVPVS smo vložili v ločene 
kuverte, da njihova identiteta ni bila vidna. 
2. Določili smo, da dodeljenim sodim številom (vključno s številom nič) kasneje 
pripišemo intervencijo A, lihim številom pa intervencijo B. 
3. Kuverte smo zaporedno razporedili na mizi. 
4. Iz tabele smo za kuverte izbrali zaporedje naključnih števil (Machin in Fayers, 2010, 
2010b) (Priloga B). 
5. Na vsako kuverto smo od leve proti desni zapisali število v enakem zaporedju kot v 
tabeli naključnih števil. 
6. Sodim številom (vključno s številom 0) na kuvertah smo dopisali intervencijo A, 
lihim številom pa intervencijo B. 
7. Kuverte smo odprli in imena bolnikov uvrstili v ustrezno intervencijo. 
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Po rekrutiranju in razvrstitvi v intervencijo A oz. B smo bolnike pregledali v 
otorinolaringološki ambulanti. Zaradi organizacije ambulantnega dela smo počakali, da 
so bolniki prišli na redni kontrolni pregled in jih torej nismo naročili predčasno. Na ta 
način smo omogočili normalno obravnavo bolnikov, ki niso sodelovali v raziskavi in so 
potrebovali obravnavo v isti ambulanti. Ob prihodu v ambulanto smo vsakega bolnika 
seznanili z vključitvijo v raziskavo in ponovno preverili, ali ustreza enakim vključitvenim 
merilom kot prej (Preglednica 4). Če je bolnik ustrezal merilom in želel prostovoljno 
sodelovati v raziskavi, je podpisal izjavo o zavestni in svobodni privolitvi v sodelovanje, 
kar je pomenilo, da vstopa v raziskavo. Če je sodelovanje v raziskavi odklonil, v 
raziskavo ni vstopil, a to ni vplivalo na njegovo redno načrtovano obravnavo. Redna 
načrtovana obravnava je obsegala nadaljevanje standardnih konzervativnih načinov 
zdravljenja, ki jih opisujemo v nadaljevanju. Bolniki, ki so vstopili v raziskavo, so pričeli 
z zdravljenjem po protokolu raziskave, bodisi s standardnimi konzervativnimi načini (tj. 
intervencija A ali kontrolna skupina) bodisi s PBTZV (tj. intervencija B ali PBTZV 
skupina). V končno analizo rezultatov smo vključili samo bolnike, ki so zdravljenje po 
protokolu raziskave tudi zaključili.  
 
Pri bolnikih, vključenih v končno analizo, smo opredelili morebitno prisotnost 
pridruženih boleznih, alergij, motenj v strjevanju krvi, kajenja in uživanja alkoholnih 
pijač, prejemanje redne terapije, čas od začetka težav zaradi KVPVS do vstopa v 
raziskavo (tj. čas do zdravljenja), čas od zadnje operacije zaradi bolezni senčnice do 
vstopa v raziskavo (tj. čas od operacije), vrsto zadnje operacije zaradi bolezni senčnice in 
osnovno bolezen, ki je zahtevala to operacijo. Pri bolnikih z obojestranskim KVPVS smo 
zdravili obe strani KVPVS hkrati, zato smo pri izračunu časa do zdravljenja uporabili 
samo eno vrednost. 
 
Z bolniku dodeljeno intervencijo so bili seznanjeni glavna raziskovalca (DV, SB) in 
bolnik, zato raziskava ni bila slepa. Da bi zagotovili slepost raziskave, bi morali odvzeti 
kri tudi bolnikom iz intervencije A, kar ni bilo potrebno.  
 
3.3 REŽIM ZDRAVLJENJA 
 
Zdravljenje je obsegalo štiri preglede pri glavnih raziskovalcih (DV, SB) v otokirurški 
ambulanti Klinike za otorinolaringologijo in cervikofacialno kirurgijo, UKC Ljubljana. 
Med posameznimi pregledi smo predvideli štiritedenske intervale, zato je zdravljenje 
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Preglednica 5: Potek obravnave v raziskavo vključenih bolnikov s kroničnim vnetjem pooperativne votline 
senčnice. 
Table 5: Management of patients with chronic postoperative temporal bone cavity inflammation treated 
according to the study protocol.  
 Intervencija A (kontrolna skupina) Intervencija B (PBTZV skupina) 
1 
A pregled vključitvenih in izključitvenih meril 
B povabilo k sodelovanju v raziskavi 
C vključitev v raziskavo 
D izpolnitev vprašalnika COMQ-12 
E bris srednjega ušesa za določanje prisotnosti bakterij in gliv 
F toaleta (tj. čiščenje) srednjega ušesa 
G OMS, določitev, klasifikacija in fotodokumentacija žarišča vnetja 
HA standardno konzervativno zdravljenje HB zdravljenje s PBTZV 
2A (~ 4. teden) 1A, 1D, 1F, 1G, 1HA 2B (~ 4. teden) 1A, 1D, 1F, 1G, 1HB 
3A (~ 8. teden) 1A, 1D, 1E, 1F, 1G, 1HA 3B (~ 8. teden) 1A, 1D, 1E, 1F, 1G 
4A (~ 12. teden) 1A, 1D, 1F, 1G, 1HA 4B (~ 12. teden) 1A, 1D, 1F, 1G 
Opombe: Številke označujejo zaporedno število pregleda. Črke z veliko začetnico so ukrepi, izvedeni med 
pregledom po abecednem vrstnem redu. A se nanaša na pregled kontrolne skupine, B na pregled PBTZV 
skupine. Primer: 1HB pomeni zdravljenje s PBTZV bolnika v PBTZV skupini. 3A obsega ukrepe 1A, 1D, 
1E, 1F, 1G in 1HA. Drugi pregled smo opravili predvidoma 4 tedne po prvem pregledu, tretji pregled 8 
tednov po prvem pregledu in četrti pregled 12 tednov po prvem pregledu. PBTZV – plazma bogata s 
trombociti in zunajceličnimi vezikli; COMQ-12 – vprašalnik o kroničnem vnetju srednjega ušesa 12 (angl. 
chronic otitis media questionnaire 12); OMS – otomikroskopija.  
Remarks: Numbers mark each check-up. Capital letters mark interventions performed during the check-up, 
alphabetically. A refers to the control group check-up, B refers to the PBTZV group check-up. Example: 
1HB stands for treating the patient in a PBTZV group with a PBTZV. 3A contains measures 1A, 1D, 1E, 
1F, 1G and 1HA. The second examination was scheduled for 4 weeks, the third 8 weeks and the fourth 12 
weeks after the first examination. PBTZV – Platelet- and extracellular vesicle-rich plasma; COMQ-12 – 
chronic otitis media questionnaire 12; OMS – otomicroscopy. 
 
3.3.1 PBTZV skupina (intervencija B) 
 
Bolniki iz PBTZV skupine (tj. intervencija B) so PBTZV prejeli ob prvem pregledu in ob 
drugem pregledu (Preglednica 5). Ob vsakem pregledu smo opravili čiščenje (t. i. toaleto) 
ušesa. Ostalih standardnih konzervativnih načinov zdravljenja, ki jih opisujemo v 
nadaljevanju, nismo uporabili. Ob tretjem pregledu in četrtem pregledu smo opravili 
samo toaleto ušesa. Odsotnost izvedbe drugih standardnih konzervativnih načinov 
zdravljenja ob tretjem pregledu in četrtem pregledu v PBTZV skupini ni pomenilo 
nikakršnega tveganje, saj so bile težave bolnikov kronične.  
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3.3.2 Kontrolna skupina (intervencija A) 
 
Bolniki iz kontrolne skupine (tj. intervencija A) so nadaljevali z zdravljenjem s 
standardnimi konzervativnimi načini med vsakim pregledom raziskave. Zdravljenje je 
obsegalo toaleto ušesa, uporabo topičnih protimikrobnih zdravil (antibiotikov, 
antimikotikov), protivnetnih zdravil (kortikosteroidov) in antiseptičnih zdravil 
(Castellanijeve raztopine, borove kisline v raztopini in prahu itd.) (Preglednica 5). 
Protimikrobno zdravljenje je bilo ob prvem pregledu izkustveno, po prejemu rezultatov 
mikrobioloških preiskav brisa KVPVS pa usmerjeno proti identificiranim mikrobom. Pri 
nekaterih bolnikih bi se o ustreznem protimikrobnem zdravljenju morali posvetovati z 
infektologom. Če industrijsko ali galensko izdelanega zdravila z želeno protimikrobno 
učinkovino ni bilo na voljo, smo se glede izdelave zdravila posvetovali s farmacevtom. 
 
3.3.3 Ocenjevanje kliničnega stanja bolnikov  
 
Klinično stanje bolnikov smo ob vsakem pregledu ocenjevali z izračunom površine 
žarišča KVPVS in s seštevkom točk vprašalnika o kroničnem vnetju srednjega ušesa 
COMQ-12 (angl. Chronic Otitis Media Questionnaire-12). Rezultate mikrobioloških 
preiskav brisa KVPVS smo uporabili kot pomožno ocenjevalno orodje, saj smo bris 
odvzeli samo ob prvem pregledu in ob tretjem pregledu (Preglednica 5). Prisotnost 
mikrobov v rani tudi ne pomeni vedno okužbe, temveč lahko zgolj kolonizacijo ali 
kontaminacijo. Odsotnost mikrobov je lahko posledica drugih vzrokov KVPVS (npr. 
motnje epitelizacije) ali odvzema brisa neprizadetega področja. 
 
3.3.3.1 Določitev, anatomska umestitev, fotodokumentacija in merjenje površine 
žarišča kroničnega vnetja pooperativne votline senčnice 
 
Področje KVPVS smo obravnavali kot vnetno žarišče glede na otomikroskopski izgled 
(npr. prisotnost granulacijskega tkiva, pordelost, oteklina). Po identifikaciji žarišča smo 
žarišče zaradi lažje identifikacije med sledečimi pregledi tudi anatomsko umestili (Slika 
6) v pooperativni votlini senčnice. 
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Slika 6: Ilustracija pooperativnih votlin senčnice, t.i. radikalnih votlin. 
A prikazuje pooperativno votlino desne in B leve senčnice s področji (D1–D6, L1–L6) ter z označenimi 
anatomskimi strukturami: pars tensa bobniča (1), baza odstranjene zadnje stene zunanjega sluhovoda (2), 
greben obraznega živca (3), obrazni živec (črtkani krivulji), lateralni (4), posteriorni (5) in superiorni 
polkrožni kanalček (6), sigmoidni sinus (7), dura srednje lobanjske kotanje (8), narastišče ličnice (9), apeks 
mastoida (10).  
Figure 6: An illustration of postoperative temporal bone cavities, i.e. radical cavities. 
Illustration of right (A) and left (B) postoperative temporal bone cavity with areas (D1-D6, L1-L6) and 
marked relevant anatomical landmarks: pars tensa of the tympanic membrane (1), the base of ablated 
posterior external auditory canal wall (2), facial nerve ridge (3), facial nerve (dashed curves), lateral (4), 
posterior (5) and the superior semicircular canal (6), sigmoid sinus (7), middle cranial fossa dura (8), 
zygomatic root (9), mastoid apex (10).  
 
Nato smo žarišče večkrat fotografirali z diagnostičnim otomikroskopom (OPMI 
pico/S100, Carl Zeiss Surgical GmbH, 73446 Oberkochen, Nemčija) pri 5,1-kratni 
povečavi in 8,5-kratni povečavi, za kateri smo opravili kalibracijo merjenja površine 
(Slika 7A). Pri 5,1-kratni povečavi je bila površina vidnega polja 44,12 mm2, pri 8,5-
kratni povečavi pa 26,47 mm2. Na najbolj reprezentativnih fotografijah je žarišče vnetja 
z uporabo brezplačne programske opreme ZEN 3.0 blue edition (©Carl Zeiss Microscopy 
GmbH, 2019) lastnoročno orisal otorinolaringolog, ki ni bil seznanjen z načinom 
zdravljenja bolnika. Na osnovi predhodno opravljene kalibracije merjenja je isti program 
orisano območje pretvoril v površino (Slika 7B). Pri analiziranju površin žarišča smo 
uporabili fotografije, ki so si bile najbolj podobne glede projekcije fotografiranja. 
Izračunane površine je preveril in potrdil glavni raziskovalec. Z opisanim načinom 
merjenja smo zmanjšali tveganje pristranskosti rezultatov. Podatke o površinah v mm2 
smo pretvorili v deleže površin glede na površine, izračunane ob prvem pregledu. Med 
prvim pregledom je torej vsaka od površin vnetnih žarišč znašala 100 %. 
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Slika 7: Prikaz merjenja površine žarišča kroničnega vnetja pooperativne votline senčnice na 
otomikroskopski fotografiji. 
A prikazuje granulacijsko tkivo v pooperativni votlini senčnice, ki predstavlja žarišče kroničnega vnetja 
pooperativne votline senčnice. B prikazuje isto področje z izmerjeno površino. D5 označuje mesto žarišča 
glede na Sliko 6.  
Figure 7: Postoperative temporal bone cavity inflammation focus area measurement on otomicroscopical 
photography. 
Photography A shows granulation tissue which represents the inflammation focus. Photography B shows 
the measured surface of granulation tissue. D5 marks the anatomical area of inflammation focus according 
to the classification (Figure 6). 
 
3.3.3.2 Seštevek točk vprašalnika COMQ-12 
 
Seštevek točk vprašalnika COMQ-12 je merilo za oceno kakovosti življenja, povezane s 
KVSU, kamor uvrščamo tudi KVPVS (Phillips in sod., 2014). Za uporabo slovenske 
različice vprašalnika COMQ-12 smo najprej pridobili dovoljenje avtorja izvornega 
vprašalnika, nato pa smo vprašalnik medkulturno prilagodili in ga potrdili. Vprašalnik 
COMQ-12 je bolnik izpolnil sam. Obsega 12 vprašanj, vrednotenih s točkami od 0 do 5 
(Priloga C). Sedem vprašanj se nanaša na jakost simptomov KVSU, dve vprašanji na 
vpliv KVSU na življenjski slog in delo, dve vprašanji na obremenjenost zdravstvenega 
sistema zaradi KVSU, eno vprašanje pa je splošno. Največji možni seštevek točk je 60. 
Večji kot je seštevek, slabša je kakovost življenja, povezana s KVSU oziroma KVPVS. 
Slovenska različica vprašalnika bo objavljena v reviji Zdravstveno Varstvo.  
 
3.3.3.3 Mikrobiološke preiskave 
 
Kultivacijo bakterij in gliv iz vzorca brisa KVPVS so opravili na Inštitutu za 
mikrobiologijo in imunologijo, Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta. Če so 
mikrobe identificirali, so določili njihovo občutljivost na protimikrobna zdravila (tj. 
antibiogram) za nadaljnje usmerjeno protimikrobno zdravljenje. Pri analizi rezultatov 
mikrobioloških preiskav je sodelovala specialistka klinične mikrobiologije. 
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3.3.4 Neželeni učinki 
  
Neželeni učinek uporabe PBTZV smo opredelili kot poslabšanje KVPVS zaradi vnosa 
PBTZV. Zaradi razlikovanja od naravnega poteka bolezni smo med neželene učinke 
uvrstili poslabšanje KVPVS znotraj treh dni po vnosu PBTZV, tj. en dan po odstranitvi 
traku. Časovni interval 2–3 dni je ustaljena otorinolaringološka praksa spremljanja 
učinkovitosti zdravljenja vnetij ušes. Poslabšanje KVPVS smo opredelili kot poslabšanje 
izcedka iz sluhovoda, poslabšanje bolečin, poslabšanje občutka polnosti, poslabšanje 
srbečice ušesa ali njegove okolice in pojav zunajlobanjskih ali znotrajlobanjskih zapletov 
KVPVS.  
 
3.3.5 Kemikalije  
 
• Pufer za pretočno citometrijo (MACSQuant Running Buffer, ref.: 130-092-747, lot: 
različni, Miltenyi Biotec B.V. & Co. KG, Nemčija). 
• Fosfatni pufer (pH 7,4), pripravljen iz: 
o 137 mM NaCl (Sigma-Aldrich, CAS: 7647-14-5, lot: 90070, Steinheim, Nemčija);  
o 2,68 mM KCl (Sigma-Aldrich, CAS: 7447-40-7, lot: 80520, Steinheim, Nemčija); 
o 10,14 mM Na2HPO4 (Sigma-Aldrich, CAS: 10028-24-7, lot: 81330, Steinheim, 
Nemčija); 
o 1,84 mM KH2PO4 (Sigma-Aldrich, CAS: 7778-77-0, lot: 8191A, Steinheim, 
Nemčija). 
• Fosfatno-citratni pufer (pH 7,4), pripravljen iz: 
o fosfatnega pufra; 
o 10,9 mM Na3C6H5O7 × 2 H2O (Carlo Erba Reagents, CAS: 6132-04-3, Rodano, 
Italija) 
in nato filtriran skozi filtre s prepustnostjo do 0,2 mikrona Chromafil RC-20/25 (ref.: 
729030, lot: 9.155, Macherey-Nagel GmbH, Nemčija). 
• Prilagojen Karnovskyjev fiksativ, pripravljen iz:  
o 2,5 % glutaraldehida (SPI-Chem, CAS: 111-30-8 in 7732-18-5, West Chester, 
USA);  
o 0,4 % formaldehida (Sigma-Aldrich, CAS: 30525-89-4, lot: STBH9750, Steinheim, 
Nemčija). 
• 2 % OsO4 (SPI-Chem, CAS: 20816-12-0, lot: 1141030, West Chester, USA).  
• Deionizirana voda (DI-H2O) (Laboratorij za mikrosenzorske strukture in elektroniko, 
Fakulteta za elektrotehniko, UL). 
• Nasičeni vodni raztopini tiokarbohidrazida (TCH, Sigma-Aldrich, CAS: 2231-57-4, 
lot: STBH8445, Steinheim, Nemčija). 
• Etanol (Emplura®, Merck, CAS: 64-17-5, Darmstadt, Nemčija). 
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• Heksametildisilazan (HMDS, Sigma-Aldrich, CAS: 999-97-3, lot: STBH8712, 
Steinheim, Nemčija). 
• Mešanica zlata in paladija (PECS Gatan 682, Gatan, Inc. ZDA). 
 
3.4 ODVZEM KRVI 
 
Odvzem krvi je za bolnike s KVPVS potekal na Kliniki za otorinolaringologijo in 
cervikofacialno kirurgijo, UKC Ljubljana, za zdrave prostovoljce pa v Laboratoriju za 
klinično biofiziko, Zdravstvena fakulteta, Univerza v Ljubljani.  
 
Vključitvena merila za zdrave prostovoljce so bila starost nad 18 let ter odsotnost 
pridruženih bolezni in znakov okužbe. Bolniki s KVPVS in zdravi prostovoljci ob 
odvzemu niso bili tešči oziroma to ni bilo potrebno. 
 
Kri je bolnikom s KVPVS in zdravim prostovoljcem iz kubitalne vene z vakuumsko 
metodo odvzel zdravstveni tehnik. Uporabil je iglo s krili (t. i. metuljček), velikosti 21 G, 
(Safety-Lok Blood Collection Set, BD Vacutainer, ref.: 367286, lot: različni, Becton 
Dickinson, ZDA) za odvzem krvi v 4,5 mL citratne epruvete (9 NC natrijev citrat 0,105 
M, BD Vacutainer, ref.: 367714A, lot: 9158880, Becton Dickinson, ZDA) in 3 mL EDTA 
epruvete (K3E, 0,21M liquid K3EDTA solution, ref.: 4.06.1.1, lot: različni, LT Burnik, 
d.o.o., Slovenija). Epruvete smo pred venepunkcijo in po venepunkciji shranjevali na 
sobni temperaturi. Bolnikom s KVPVS smo odvzeli kri v štiri 4,5 mL citratne epruvete 
za pripravo PBTZV in analize ter v eno 3 mL EDTA epruveto za analize krvi. Zdravim 
prostovoljcem brez KVPVS smo kri odvzeli v štiri 4,5 mL citratne epruvete za analize 
krvi in pripravo PBTZV. 
 
3.5 ANALIZA KRVI 
 
Pri bolnikih s KVPVS so hemogram (tj. koncentracije levkocitov, eritrocitov, 
hemoglobina, trombocitov itd.), diferencialno krvno sliko (tj. koncentracije in deleže vrst 
levkocitov), koncentracijo C-reaktivnega proteina (CRP) in stopnjo sedimentacije 
eritrocitov v vzorcih krvi v 3 mL EDTA epruvetah določili v akreditiranem kliničnem 
laboratoriju Biolab, d. o. o. Približno 100 μL krvi smo iz EDTA epruvete prenesli v 
epruveto z varnostnim zapiralom za mikrocentrifugo (ref.: 5615008, lot: 19P1030400, 
Ratiolab GmbH, Nemčija) za določitev koncentracij trombocitov s pretočnim citometrom 
(MACS QUANT, Miltenyi, Bergisch-Gladbach, Nemčija), ki je potekala v Laboratoriju 
za klinično biofiziko, Zdravstvena fakulteta, Univerza v Ljubljani.  
 
Pri zdravih prostovoljcih smo krvne koncentracije levkocitov in eritrocitov določili v 
vzorcih krvi, odvzetih v štiri citratne epruvete. Ta kri je bila namenjena tudi pripravi 
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PBTZV, zato smo iz vsake epruvete odvzeli 150 μL krvi (tj. skupno 600 μL) in jo prenesli 
v sterilno polipropilensko epruveto (ref.: T405-1A lot: 904175849, Simport scientific, 
Kanada). Iz sterilne polipropilenske epruvete smo 100 μL krvi prenesli v epruveto z 
varnostnim zapiralom za mikrocentrifugo za določitev koncentracij trombocitov s 
pretočno citometrijo v Laboratoriju za klinično biofiziko, Zdravstvena fakulteta, 
Univerza v Ljubljani. V preostalih 500 μL so določili koncentracije levkocitov in 
eritrocitov v akreditiranem kliničnem laboratoriju Biolab, d. o. o.  
 
Vzorce krvi smo pred analizo s pretočno citometrijo (MACS QUANT, Miltenyi, 
Bergisch-Gladbach, Nemčija) ustrezno redčili s fosfatno-citratnim pufrom v razmerju 
1:200. Za določitev koncentracij celic smo najprej postavili območja oziroma vrata 
pretočnega citometra na več vzorcih krvi ter z uporabo fluorescentno označenih protiteles 
proti humanemu antigenu CD41 (za označevanje levkocitov) in CD45 (za označevanje 
trombocitov) ter vrstičnim elektronskim mikroskopom. Primer analize krvi s pretočnim 




Slika 8: Primer razsevnega diagrama analize krvi s pretočnim citometrom. 
Ordinata prikazuje signal fotodetektorja postavljenega pravokotno na sipano svetlobo (SSC: angl. side 
scatter), abscisa pa signal fotodetektorja postavljenega v smeri vira svetlobe (FSC: angl. forward scatter). 
Koncentracij celic do postavitve vrat ni mogoče določiti. Vidna sta dva oblaka. Rdeča barva v sredini oblaka 
pomeni večjo gostoto delcev kot modra.  
Figure 8: Example of a scatter graph of flow cytometry, performed on the blood sample. 
Cell concentrations cannot be determined until the gating is created. Two clouds are visible. The highest 
particle density in the centre of the cloud is coloured red. Blue colour visualises lower particle density. SSC 
– side scatter signal; FSC – forward scatter signal. 
 
Koncentracij trombocitov v krvi, odvzeti v citratne epruvete, v akreditiranem kliničnem 
laboratoriju Biolab, d. o. o. zaradi lažno nizkih koncentracij trombocitov niso mogli 
določiti. To smo potrdili s primerjavo koncentracij trombocitov, določenih v krvi v EDTA 
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epruvetah. Koncentracije levkocitov in eritrocitov, določene iz krvi v citratnih epruvetah, 
so bile dovolj natančne. 
 
3.6 PRIPRAVA IN ANALIZA PLAZME, BOGATE S TROMBOCITI IN 
ZUNAJCELIČNIMI VEZIKLI 
 
PBTZV smo vsakič pripravili na dan odvzema krvi v Laboratoriju za klinično biofiziko, 
Zdravstvena fakulteta, Univerza v Ljubljani. Da bi preučili dva različna postopka priprave 
PBTZV (I in II), smo najprej PBTZV pripravili iz krvi zdravih prostovoljcev. Preučitvi 
postopkov priprave PBTZV je sledila priprava PBTZV za bolnike s KVPVS (tj. 
intervencija B ali PBTZV skupina).  
 
3.6.1 Priprava plazme, bogate s trombociti in zunajceličnimi vezikli 
 
Iz krvi enega zdravega prostovoljca smo pripravili dve enoti PBTZV iz štirih citratnih 
epruvet, tj. eno enoto iz dveh epruvet. Enoti smo pripravili z dvema različnima 
postopkoma, najprej s postopkom I in nato s postopkom II. Oba postopka sta temeljila na 
krvni plazmi in dvostopenjskem centrifugiranju, razlikovala pa sta se v pospeških in 
trajanju centrifugiranja (Preglednica 6).  
 
Postopek priprave ene enote PBTZV  
1. Tehtanje dveh 4,5 mL citratnih epruvet (Sartorius, T2145-OCE, Goettingen, Nemčija). 
Če sta se teži zaradi nepopolnega odvzema krvi razlikovali za več kot 0,02 g, smo ju 
uravnotežili z dodatkom protiutežnih epruvet. 
2. Prvi korak centrifugiranja (Tehtnica, Centric 400R, Domel, d.o.o., Železniki, 
Slovenija): 
a) postopek I: 300 g, 5 min, 18 °C; 
b) postopek II: 100 g, 10 min, 18 °C. 
3. Prenos supernatanta (tj. plazme oz. rumenega zgornjega sloja brez levkocitne plasti) s 
sterilno pipeto (ref.: 225-1S, lot: 19100819, Termofisher scientific, ZDA) iz obeh 
centrifugiranih citratnih epruvet v sterilno polipropilensko epruveto (ref.: T405-1A lot: 
904175849, Simport scientific, Kanada).  
4. Drugi korak centrifugiranja: 
a) postopek I: 700 g, 17 min, 18 °C; 
b) postopek II: 400 g, 10 min, 18 °C. 
5. Odstranitev približno polovice supernatanta (t. i. plazme, revne s trombociti) iz sterilne 
polipropilenske epruvete s sterilno pipeto. 
6. Resuspendiranje oz. homogenizacija preostale polovice pripravka v epruveti s sterilno 
pipeto za pridobitev ene enote PBTZV. 
7. Prenos dela PBTZV v epruveto z varnostnim zapiralom za mikrocentrifugo za 
določitev koncentracij celic in ZV s pretočnim citometrom. 
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Preglednica 6: Postopka priprave plazme, bogate s trombociti in zunajceličnimi vezikli.  
Table 6: Platelet- and extracellular vesicle-rich plasma preparation protocols.  
Prvi korak centrifugiranja Drugi korak centrifugiranja 
I 300 g, 5 min, 18 °C 700 g, 17 min, 18 °C 
II 100 g, 10 min, 18 °C 400 g, 10 min, 18 °C 
Opombe: I – postopek I; II – postopek II; g – gravitacijski pospešek.  
Remarks: I – protocol I; II – protocol II; g – gravitational acceleration.  
 
Postopek priprave dveh enot PBTZV iz štirih citratnih epruvet za bolnika s KVPVS je 
potekal po korakih 1–7. Namesto dveh različnih postopkov smo uporabili samo postopek 
I, ki se je izkazal kot bolj ugoden. Dve enoti PBTZV, hkrati pripravljeni po postopku I, 
smo združili v eni polipropilenski epruveti. PBTZV smo prinesli k bolniku, ki je čakal 
pred otokirurško ambulanto Klinike za otorinolaringologijo in cervikofacialno kirurgijo, 
UKC Ljubljana. Pred vnosom PBTZV smo pregledali izvide krvnih preiskav bolnika s 
KVPVS in ponovno preverili, ali ustrezajo vključitvenim merilom. Tik pred vnosom smo 
ob bolniku PBTZV ponovno resuspendirali, saj je pripravek med transportom 
sedimentiral. Nato smo ušesni trakec (tj. na 7 cm dolg trak narezano gazo tamponado 1 
cm x 10 m, ref: 9190, lot: 1706460, Tosama d.o.o., Slovenija) prepojili s PBTZV in ga 
vstavili v uho. Bolniku smo naročili, naj trakec čez dva dni sam izvleče iz ušesa. Postopek 
priprave PBTZV od odvzema krvi do vnosa s PBTZV prepojenega ušesnega traku pri 
bolniku s KVPVS prikazujemo na Sliki 9. Beležili smo čas priprave PBTZV (tj. od 
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Slika 9: Postopek priprave plazme, bogate s trombociti in zunajceličnimi vezikli. 
Za pripravo ene enote plazme, bogate s trombociti in zunajceličnimi vezikli (PBTZV) s postopkom, ki 
temelji na krvni plazmi in dvostopenjskem centrifugiranju, se kri vakuumsko odvzame v dve epruveti z 
natrijevim citratom (Panel 1). Nato se kri centrifugira na 300 g, 5 minut, pri 18 °C, da nastane pripravek s 
tremi prepoznavnimi sloji (Panel 2 in 3A): eritrociti, plazma in levkocitni sloj (angl. buffy coat). Plazmo iz 
epruvet se s sterilno pipeto (črna puščica: Panel 3A) prenese v eno sterilno polipropilensko epruveto (t.i. 
zlitje) (Panel 3B). Potrebna je natančnost, da se ne prenese tudi levkocitne plasti in eritrocitov. Nato se 
plazmo centrifugira na 700 g, 17 minut, pri 18 °C, da nastane pripravek s prepoznavnim motnim slojem na 
dnu epruvete (bele puščice: Panel 4, 5A, 5B). Zgornja polovica tega pripravka, označena s PPP (angl. 
platelet-poor plasma, plazma revna s trombociti), nad belo prekinjeno črto se zavrže (Panel 5A). Preostali 
del pripravka (Panel 5B) se resuspendira s pipeto (5C), da nastane PBTZV. Sočasno se pripravi dve enoti 
PBTZV in se ju zlije v eni epruveti, nato pa vnesemu istemu bolniku (tj. avtologno) s kroničnim vnetjem 
pooperativne votline senčnice brez predhodne eksogene aktivacije (Panel 6).  
Figure 9: Preparation of platelet- and extracellular vesicle-rich plasma. 
To prepare one unit of platelet- and extracellular vesicle-rich plasma (PBTZV) with the protocol based on 
the blood plasma and two-stepped centrifugation, two blood samples are collected into sodium citrate tubes 
(Panel 1). Blood is then centrifuged at 300 g, 5 minutes, at 18 °C to prepare a product with three distinctive 
layers (Panels 2 and 3A): red blood cells, plasma and buffy coat. Plasma (black arrow in Panel 3A) is 
transferred with a sterile pipette into a sterile polypropylene tube (Fig. 2, Panel 3B). Accuracy is required 
to prevent the buffy coat and red blood cell harvesting. Plasma is then centrifuged at 700 g, 17 minutes, at 
18 °C to produce a preparation with distinctive hazy pellet at the bottom of the tube (white arrows in Panels 
4, 5A and 5B). The upper half of the product (bordered by the white dashed line in Panel 4) called platelet-
poor plasma (PPP) is discarded (Panel 5A) without prior resuspension. The remaining preparation (Panel 
5B) is resuspended in the same tube (Panel 5C) to produce PBTZV. Two units of PBTZV are prepared 
simultaneously, fused and administered to the same patient (i.e. autologously) via ear wick to the chronic 
postoperative temporal bone inflammation without prior exogenous activation (Panel 6). 
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3.6.2 Analiza plazme, bogate s trombociti in zunajceličnimi vezikli 
 
Po kronološkem vrstnem redu smo določili koncentracije celic in ZV v PBTZV, opravili 
vrstično elektronsko mikroskopijo PBTZV in analizirali sterilnost postopkov priprave 
PBTZV pri zdravih. Nato smo določili koncentracije trombocitov in ZV v PBTZV pri 
bolnikih s KVPVS, ki so prejeli PBTZV.  
 
3.6.2.1 Koncentracije celic in zunajceličnih veziklov 
 
Koncentracije levkocitov in eritrocitov v PBTZV so določili samo pri zdravih 
prostovoljcih v akreditiranem kliničnem laboratoriju Biolab, d. o. o. Pri bolnikih teh 
vrednosti zaradi potrebe po odvzemu večjega volumna krvi za pripravo večjega volumna 
PBTZV, ki bi zadostil analizam, niso določili. Iz koncentracije levkocitov oziroma 
eritrocitov v PBTZV in v krvi smo pri zdravih prostovoljcih nato izračunali delež 
levkocitov v PBTZV po enačbi: 
 
𝑘𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖𝑗𝑎 𝑙𝑒𝑣𝑘𝑜𝑐𝑖𝑡𝑜𝑣 𝑣 𝑃𝐵𝑇𝑍𝑉
𝑘𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖𝑗𝑎 𝑙𝑒𝑣𝑘𝑜𝑐𝑖𝑡𝑜𝑣 𝑣 𝑘𝑟𝑣𝑖
                                          ... (1) 
 
in delež eritrocitov v PBTZV po enačbi: 
 
𝑘𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖𝑗𝑎 𝑒𝑟𝑖𝑡𝑟𝑜𝑐𝑖𝑡𝑜𝑣 𝑣 𝑃𝐵𝑇𝑍𝑉
𝑘𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖𝑗𝑎 𝑒𝑟𝑖𝑡𝑟𝑜𝑐𝑖𝑡𝑜𝑣  𝑣 𝑘𝑟𝑣𝑖
                    ... (2) 
 
Koncentracije trombocitov in ZV v PBTZV so pri bolnikih in zdravih prostovoljcih 
določili s pretočno citometrijo v Laboratoriju za klinično biofiziko, Zdravstvena 
fakulteta, Univerza v Ljubljani. Iz koncentracije trombocitov in ZV v PBTZV ter iz 
koncentracije trombocitov v krvi smo izračunali delež trombocitov in ZV v PBTZV po 
enačbi: 
 
𝑘𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖𝑗𝑎 𝑡𝑟𝑜𝑚𝑏𝑜𝑐𝑖𝑡𝑜𝑣 𝑖𝑛 𝑍𝑉 𝑣 𝑃𝐵𝑇𝑍𝑉
𝑘𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖𝑗𝑎 𝑡𝑟𝑜𝑚𝑏𝑜𝑐𝑖𝑡𝑜𝑣 𝑣 𝑘𝑟𝑣𝑖
        ... (3).
           
Pri zdravih prostovoljcih smo s pretočno citometrijo določili tudi koncentracije 
levkocitov in eritrocitov v PBTZV.  
 
Vzorce PBTZV smo pred analizo s pretočnim citometrom ustrezno redčili s fosfatno-
citratnim pufrom v razmerju 1:50. Za določitev koncentracij celic in ZV s pretočnim 
citometrom smo najprej postavili območja oziroma vrata pretočnega citometra na več 
vzorcih PBTZV z uporabo fluorescentno označenih protiteles proti humanemu antigenu 
CD41 (za označevanje levkocitov) in CD45 (za označevanje trombocitov) ter vrstičnim 
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elektronskim mikroskopom. Primer analize PBTZV s pretočnim citometrom pred 
postavitvijo vrat prikazujemo na Sliki 10. 
 
 
Slika 10: Primer razsevnega diagrama analize plazme, bogate s trombociti in zunajceličnimi vezikli s 
pretočnim citometrom. 
Ordinata prikazuje signal fotodetektorja postavljenega pravokotno na sipano svetlobo (SSC: angl. side 
scatter), abscisa pa signal fotodetektorja postavljenega v smeri vira svetlobe (FSC: angl. forward scatter). 
Koncentracij celic in zunajceličnih veziklov do postavitve vrat ni mogoče določiti. Viden je en oblak, z 
večjo gostoto delcev v sredini, prikazano z zeleno. Modra barva označuje manjšo gostoto delcev.  
Figure 10: Example of the scatter graph of flow cytometry, performed on the platelet- and extracellular 
vesicle-rich plasma. 
Concentrations of cells and extracellular vesicles cannot be determined until the gating is created. A cloud 
with the highest particle density coloured green is visible. Blue colour visualises lower particle density. 
SSC – side scatter signal; FSC – forward scatter signal. 
 
3.6.2.2 Fotografiranje z vrstičnim elektronskim mikroskopom 
 
Za analizo z vrstično elektronsko mikroskopijo smo pripravili dva vzorca PBTZV. 
Uporabili smo  postopek, prirejen po Lešerju in sod. (2007). Vzorce smo najprej čez noč 
pri temperaturi 4 °C fiksirali v prilagojenem Karnovskyjevem fiksativu. Naslednji dan 
smo opravili postfiksacijo z OsO4. Primarne fiksative smo odstranili v treh korakih 
spiranja s fosfatnim pufrom (v vsakem koraku smo predhodno raztopino zamenjali s 
svežim pufrom in vzorce inkubirali 10 minut). Spranim vzorcem smo nato dodali 2 % 
OsO4, jih nato inkubirali eno uro, zatem trikrat sprali z destilirano vodo (čas inkubacije 
10 minut v vsakem koraku), 15 minut inkubirali v nasičeni vodni raztopini 
tiokarbohidrazida, ponovno trikrat sprali z destilirano vodo in spet eno uro inkubirali v 2 
% OsO4. Osmij smo nato odstranili, vzorce trikrat sprali z destilirano vodo in jih postopno 
dehidrirali v naraščajočih koncentracijah etanola (vzorce smo po 10 minutah inkubirali v 
30 %, 50 %, 70 %, 80 %, 90 % in absolutnem alkoholu, korak z absolutnim alkoholom 
smo ponovili trikrat) in ga nato postopno zamenjali s heksametildisilazanom (HMDS). 
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Vzorce smo po 10 minut inkubirali v 30 % in 50 % mešanici HMDS z absolutnim 
alkoholom in nato še v čistem HMDS ter jih na koncu posušili na zraku. Posušene vzorce 
smo naprašili z mešanico zlata in paladija ter jih analizirali z vrstičnim elektronskim 
mikroskopom (JSM-6500F, JEOL Ltd., Tokio, Japonska) (Lešer in sod., 2009). 
 
3.6.2.3 Sterilnost postopka priprave plazme, bogate s trombociti in zunajceličnimi 
vezikli 
 
PBTZV smo za analizo sterilnosti pripravili po enakem postopku kot za bolnike s 
KVPVS. Kri smo odvzeli zdravim prostovoljcem brez KVPVS, ki so ustrezali 
vključitvenim merilom: starost nad 18 let ter odsotnost pridruženih bolezni in znakov 
okužbe. Dve združeni enoti PBTZV smo nanesli na mikrobiološko gojišče (BD BACTEC 
Peds Plus/F Culture Vials (plastic), ref: 449456142765, lot: 9186899, Becton Dickinson, 
ZDA), ki je namenjeno tudi kultivaciji in izolaciji bakterij in gliv iz popkovnične krvi. 
Priprava PBTZV za analizo sterilnosti je potekala skupaj s pripravo PBTZV za bolnike s 
KVPVS. Analizo sterilnosti PBTZV so opravili na Inštitutu za mikrobiologijo in 
imunologijo, Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta. Vzorce so procesirali na 
sistemu Bactec FX (BectonDickinson, ZDA). Vzorce stekleničk z zaznanimi mikrobi so 
precepili na bakteriološka gojišča (Columbia agar in čokoladni agar) in porasle kolonije 
bakterij ali gliv identificirali z masno spektrometrijo MALDI-TOF MS (Bruker 
Corporation, USA). Za identificirane mikrobe so določili občutljivost za antibiotike ali 
antimikotike. Pri izbiri postopkov analiz sterilnosti sta sodelovali specialistki klinične 
mikrobiologije. 
 
3.7 STATISTIČNA ANALIZA PODATKOV 
 
Statistično analizo je opravil glavni raziskovalec. Za beleženje in urejanje podatkov 
raziskave smo uporabili računalniški program Microsoft Excel for Mac (različice 16.9.0-
16.36), za statistično analizo pa računalniški program SPSS (angl. Statistical Package for 
the Social Sciences, različica 23, IBM Corp., Armonk, New York, ZDA). Razliko med 
skupinama smo opredelili kot statistično značilno, če je bila verjetnost, da zavrnemo 
ničelno hipotezo, večja kot 95 % (p < 0,05). 
 
3.7.1 Statistična analiza zveznih spremenljivk 
 
Za primerjavo razlik med dvema skupinama neodvisnih zveznih številskih spremenljivk 
(npr. primerjavo med PBTZV in kontrolno skupino) smo v skupinah najprej določili 
osamelce. Osamelce smo opredelili kot vrednosti, večje od 1,5-kratnika dolžine škatle (tj. 
dolžina škatle brez brkov). Nato smo s Shapiro-Wilkovim testom določili porazdelitev v 
skupinah. Pri p-vrednosti (p) < 0,05 porazdelitev ni bila normalna. Če v obeh skupinah ni 
bilo osamelcev in je bila porazdelitev normalna, smo uporabili t-test za neodvisna vzorca. 
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Homogenost varianc med skupinama smo preverili z Levenejevim testom. Če sta bili pri 
vrednosti p < 0,05 varianci skupin različni (tj. heterogeni), smo uporabili t-test za 
neodvisna vzorca, prilagojen za primer kršitve homogenosti varianc, pri homogenosti 
varianc pa smo uporabili običajen t-test za neodvisna vzorca. Opisne statistike t-testa za 
neodvisna vzorca smo opisali s povprečjem (M), standardnim odklonom (SD) in 95-
odstotnim intervalom zaupanja (95 % CI), statistično značilnost pa smo opredelili z 
vrednostjo testne statistike (t) pri stopinjah prostosti (navedenih v oklepaju) in s p-
vrednostjo (p).  
 
Če so bili vsaj eni od dveh neodvisnih skupin z zveznima številskima spremenljivkama 
prisotni osamelci in/ali nenormalna porazdelitev, smo skupini primerjali z Mann-
Whitneyjevim U-testom. Transformacije podatkov ali izločitve osamelcev se zaradi 
pomembnega vpliva na rezultate nismo poslužili. Najprej smo primerjali obliki 
porazdelitev pri obeh skupinah; če sta bili podobni, smo mediani primerjali z Mann-
Whitneyjevim U-testom. Opisno statistiko Mann-Whitneyjevega U-testa smo prikazali z 
mediano (Mdn), statistično značilnost pa z vrednostjo Mann-Whitneyjeve testne statistike 
(U), standardizirano testno statistiko (z) in s p-vrednostjo (p). 
 
Za primerjavo razlik med štirimi skupinami odvisnih in dvema skupinama neodvisnih 
zveznih številskih spremenljivk (npr. primerjava seštevkov točk vprašalnika COMQ-12 
med štirimi pregledi ter hkrati med PBTZV in kontrolno skupino) smo preverili 
predpogoje za uporabo dvosmerne mešane analize variance (angl. two-way mixed 
ANOVA). Najprej smo v vseh skupinah določili osamelce, obliko porazdelitve in 
homogenost varianc. Pri odsotnosti osamelcev, nenormalne porazdelitve in homogenosti 
varianc smo homogenost kovarianc analizirali z Boxovim M-testom. Pri vrednosti p > 
0,05 so bile kovariance skupin homogene, zato smo z Mauchlyjevim testom določili 
sferičnost. Ker smo pri vrednosti p > 0,05 upoštevali sferičnost, smo v končni analizi 
opravili dvosmerno mešano analizo variance s post-hoc testiranjem. Opisne statistike 
dvosmerne mešane analize variance smo prikazali s povprečjem (M) in standardno 
napako (SE), statistično značilnost pa z vrednostjo testne statistike F pri stopinjah 
prostosti (v oklepaju), s p-vrednostjo in z merilom velikosti učinka (delni η2 pri p > 0,05). 
 
Za primerjavo razlik med vsaj štirimi skupinami odvisnih zveznih številskih spremenljivk 
(npr. primerjavo površine žarišča vnetja KVPVS med štirimi pregledi) smo najprej 
preverili predpogoje za uporabo enosmerne analize variance ponovljenih meritev (angl. 
one-way repeated measures ANOVA). V vseh skupinah določili osamelce, obliko 
porazdelitev in sferičnost. Pri izpolnjevanju sferičnosti smo opravili standardno 
enosmerno analizo variance ponovljenih meritev, pri kršitvi sferičnosti pa Greenhouse-
Geisserjevo korekcijo enosmerne analize variance ponovljenih meritev z določitvijo 
vrednosti epsilon (ε). Nato smo s post-hoc analizo z Bonferronijevo prilagoditvijo 
opredelili razlike med pari skupin. Opisne statistike enosmerne analize variance 
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ponovljenih meritev smo opisali s povprečjem (M), standardnim odklonom (SD) in 95-
odstotnim intervalom zaupanja (95 % CI), statistično značilnost pa z vrednostjo testne 
statistike F pri stopinjah prostosti (v oklepaju), s p-vrednostjo in z merilom velikosti 
učinka (delni ω2 pri p > 0,05). 
 
3.7.2 Statistična analiza dihotomnih spremenljivk 
 
Za primerjavo razlik med dvema skupinama neodvisnih dihotomnih spremenljivk (npr. 
razlik v spolu med PBTZV in kontrolno skupino) smo pri vzorcih velikosti < 5 uporabili 
Fisherjev natančni test, pri velikosti vzorcev > 5 pa test homogenosti χ2. Za primerjavo 
razlik med dvema skupinama odvisnih dihotomnih spremenljivk (npr. prisotnosti bakterij 
v brisu KVPVS med prvim pregledom in med tretjim pregledom) smo uporabili 
McNemarjev test. Opisno statistiko analize dihotomnih spremenljivk smo prikazali z 
deležem, statistično značilnost pa s p-vrednostjo.  
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Potek raziskave od rekrutiranja bolnikov do končne analize bolnikov prikazujemo v 
skladu z združenimi standardi za poročanje raziskav CONSORT (Slika 11) (Schulz in 
sod., 2010). Rekrutiranih je bilo 25 bolnikov oziroma 27 primerov KVPVS, saj sta imela 
dva bolnika obojestransko KVPVS. Omenjena bolnika smo uvrstili v intervencijo A (tj. 
kontrolno skupino), preostalim 23 rekrutiranim bolnikom pa smo s preprosto 
randomizacijo z uporabo tabele naključnih števil naključno dodelili zaporedje števil 
67511 28527 61750 55267 078. Sodim številom smo pripisali intervencijo A (tj. 
kontrolna skupina), lihim številom pa intervencijo B (tj. PBTZV skupina). Zaporedje 
števil smo pretvorili v zaporedje intervencij »ABBBB AABAB ABBBA BBAAB ABA«, 
zato smo v intervencijo A razvrstili 10 bolnikov, v intervencijo B pa 13 bolnikov (Priloga 
C). En bolnik, razvrščen v intervencijo B (tj. PBTZV skupina), je ob pregledu v 
otorinolaringološki ambulanti vstop v raziskavo zavrnil. V raziskavo je vstopilo 24 
bolnikov oziroma 26 primerov KVPVS. Raziskavo je zaključilo 11 bolnikov iz vsake 
intervencije oziroma 11 primerov iz PBTZV skupine in 13 primerov iz kontrolne skupine. 
Te bolnike oziroma primere smo vključili v končno analizo. Zaradi nastopa pandemije 
koronavirusne bolezni 2019 (COVID-19) smo morali raziskavo pri dveh bolnikih (po 
enemu bolniku iz vsake skupine) predčasno prekiniti. Ker sta se udeležila samo prvega 
pregleda, ju nismo vključili v končno analizo.  
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Slika 11: Potek prospektivne randomizirane kontrolirane klinične raziskave zdravljenja bolnikov s 
kroničnim vnetjem pooperativne votline senčnice. 
Prikazan je diagram v skladu z združenimi standardi za poročanje raziskav CONSORT (Schulz in sod., 
2010). Kontrolna skupina predstavlja intervencijo A, PBTZV skupina pa intervencijo B. Eden bolnik je 
kljub rekrutiranju in razvrstitvi v PBTZV skupino zavrnil zdravljenje, pri dveh bolnikih (po eden iz vsake 
skupine) pa smo zdravljenje prekinili zaradi pandemije koronavirusne bolezni 2019. PBTZV – plazma 
bogata s trombociti in zunajceličnimi vezikli.  
Figure 11: Flowchart of a prospective randomised controlled clinical study treating patients with chronic 
postoperative temporal bone cavity inflammation. 
Flowchart is shown according to the CONSORT statement (Schulz et al., 2010). Control group represented 
intervention A and PBTZV intervention B. One patient refused to participate in the study after he has 
already been allocated to the PBTZV group. Treatment according to the study protocol has been aborted in 
two patients (one from each group) due to the coronavirus disease 2019 pandemics. PBTZV – platelet- and 
extracellular vesicle-rich plasma.  
 
4.1.1 Izhodiščne demografske in klinične značilnosti bolnikov 
 
Izhodiščne demografske in klinične značilnosti bolnikov, ki so zaključili raziskavo, 
prikazujemo v Preglednici 7 in v Preglednicah D1 in D2 (Priloga D). Poleg KVPVS so 
imeli bolniki od pridruženih bolezni tudi arterijsko hipertenzijo, dislipidemijo, 
gastroezofagealno refluksno bolezen, arterijsko trombozo, alergijski dermatitis, alergijski 
rinosinuzitis, astmo, benigno hiperplazijo prostate, artralgije nejasnega vzroka, sladkorno 
bolezen tipa 2, osteoporozo, hipotirozo, depresijo in hipersomnolenco ter so preboleli 
odstop mrežnice, možgansko kap, poškodbo glave, poškodbo vranice, sepso, raka 
debelega črevesa in raka dojke. Bolniki z anamnezo raka so imeli onkološki izvid, iz 
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katerega je bila razvidna vsaj eno leto trajajoča odsotnost raka. Pri bolnici iz kontrolne 
skupine smo kot verjeten vzrok nastanka holesteatoma srednjega ušesa opredelili 
poškodbo glave z zlomom senčnice. Motnja v strjevanju krvi je bila pri vseh bolnikih 
posledica rednega jemanja acetilsalicilne kisline v odmerku 100 mg dnevno per os v 
sklopu preprečevanja srčno-žilnih bolezni. Dva od teh bolnikov sta bila iz PBTZV 
skupine. 
 
Pri 21 bolnikih (95 %) oziroma 23 primerih KVPVS (96 %) je šlo za kronično vnetje 
radikalne votline po radikalni mastoidektomiji (t. i. canal wall down mastoidektomiji), 
pri enem bolniku (5 %) oziroma enem primeru KVPVS (4 %) (tj. bolniku iz kontrolne 
skupine) pa za KVPVS po subtotalni petrozektomiji. 
 
Subtotalno petrozektomijo so pri bolniku opravili leta 2004 v sklopu zdravljenja 
ploščatoceličnega karcinoma zunanjega sluhovoda. Pri bolniku se rak ni ponovil. Pri 
enem bolniku (5 %) oziroma enem primeru KVPVS (4 %) v PBTZV skupini so opravili 
radikalno mastoidektomijo zaradi holesteatoma zunanjega sluhovoda, ki se je preko 
zadnje sluhovodne stene razraščal tudi v srednje uho, natančneje v mastoidno votlino. Pri 
20 bolnikih (91 %) oziroma 22 primerih KVPVS (92 %) (deset primerov iz PBTZV 
skupine, 12 primerov iz kontrolne skupine) so radikalno mastoidektomijo izvedli zaradi 
holesteatoma srednjega ušesa.  
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Preglednica 7: Izhodiščne demografske in klinične značilnosti bolnikov, ki so zaključili raziskavo.  
Table 7: Baseline demographic and clinical characteristics of patients that completed the study. 
 PBTZV skupina (n = 11) Kontrolna skupina (n = 11) p 
Spol 
moški 9 (82 %) 9 (82 %) 
1,000 
ženski 2 (18 %) 2 (18 %) 
Starost 
 M ± SD [leta] 47 ± 18 52 ± 24 0,632‡ 
Pridružene bolezni  
da (n, %) 6 (55 %) 6 (55 %) 
1,000 
ne (n, %) 5 (45 %) 5 (45 %) 
Prejemanje redne terapije 
da (n, %) 3 (27 %) 6 (55 %) 
0,387* 
ne (n, %) 8 (73%) 5 (45 %) 
Alergije 
da (n, %) 5 (45 %) 4 (36 %) 
1,000* 
ne (n, %) 6 (55 %) 7 (64 %) 
Motnje v strjevanju krvi 
da (n, %) 2 (18 %) 1 (9 %) 
1,000* 
ne (n, %) 9 (82 %) 10 (91 %) 
Kajenje 
da (n, %) 2 (18 %) 5 (45 %) 
0,361* 
ne (n, %) 9 (82 %) 6 (55 %) 
Uživanje alkohola 
da (n, %) 10 (91 %) 7 (64 %) 
0,311* 
ne (n, %) 1 (9 %) 4 (36 %) 
Čas do zdravljenja 
Mdn [dnevi – leta] 2688 – 7,4 3172 – 8,7  0,116** 
Čas od operacije  
Mdn [dnevi, leta] 4644 – 12,7 5224 – 14,3 0,573** 
Opombe: Navedeno je število bolnikov glede na vse bolnike v skupini in ustrezen delež v odstotkih. Čas 
do zdravljenja – čas od začetka težav zaradi kroničnega vnetja pooperativne votline senčnice (KVPVS) do 
vstopa v raziskavo; čas od operacije – čas od zadnje operacije zaradi kroničnega vnetja srednjega ušesa, ki 
je vodilo v KVPVS, do vstopa v raziskavo; PBTZV – plazma, bogata s trombociti in zunajceličnimi vezikli; 
p – p-vrednost; M – povprečje; SD – standardni odklon; ‡ –  t-test za neodvisna vzorca; * – Fisherjev natančni 
test; ** – Mann-Whitneyjev U-test; p-vrednost < 0,05 – statistično značilna razlika. 
Remarks: Data is shown as number of patients and percentages of patients in the corresponding group. Čas 
do zdravljenja: time from beginning of the problems due to chronic postoperative temporal bone cavity 
inflammation to the time of entering the study; Čas od operacije – time from the last surgery required for 
the treatment of chronic middle ear infection to the time of entering the study. PBTZV – platelet- and 
extracellular vesicle-rich plasma; p – p-value; M – average value; SD – standard deviation; ‡ – independent 
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4.1.2 Kontrolni pregledi 
 
Čas med prvim pregledom in drugim pregledom se glede na Mann-Whitneyjev U-test (U 
= 45, z = –1,705, p = 0,332) ni statistično značilno razlikoval med PBTZV skupino (Mdn 
= 28) in kontrolno skupino (Mdn = 28). To smo ugotovili tudi za čas med drugim 
pregledom in tretjim pregledom (Mdn = 28 obe skupini, U = 51, z = –0,976, p = 0,519) 
ter čas med tretjim pregledom in četrtim pregledom (Mdn = 28 obe skupini, U = 63, z = 
0,224, p = 0,898) (Preglednica E1). 
 
4.2 IZID ZDRAVLJENJA 
 
4.2.1 Površine vnetnih žarišč v času zdravljenja 
 
Površine žarišč KVPVS v času zdravljenja prikazujemo na Slikah 12 in 13, deleže v 
statistični analizi uporabljenih površin pa v Preglednici E1. 
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Slika 12: Površine žari č kroničnega vnetja pooperativne votline senčnice pri bolnikih zdravljenih s plazmo, bogato s 
trombociti in zunajceličnimi vezikli. 
Od leve proti desni so v vsaki vrsti prikazane otomikroskopske fotografije žarišča enega primera kroničnega vnetja 
pooperativne votline senčnice, posnete od 1. do 4. pregleda. Prikazane so površine in anatomske umestitve žarišč vnetja 
na podlagi Slike 6. V levem zgornjem kotu vsake vrstice je ID bolnika, ki se ujema s podatki v Prilogah D–F. 
Figure 12: Chronic postoperative temporal bone cavity inflammation focus areas of patients, treated with platelet- and 
extracellular vesicle-rich plasma. 
Otomicroscopical photographs of one case of chronic postoperative temporal bone cavity inflammation are shown in 
one row. Photographs, captured from the 1. to the 4. check-up. are shown from left to right in each row. Areas and 
classifications of inflammation focuses are provided according to Figure 6. Patient's ID that matches the information 
in Annexes D-F is shown in the top left corner of each row. 
                           Se nadaljuje 
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Nadaljevanje Slike 12 
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Slika 13: Površine žari č kroničnega vnetja pooperativne votline senčnice pri bolnikih zdravljenih s standardnimi 
konzervativnimi načini.  
Od leve proti desni so v vsaki vrsti prikazane otomikroskopske fotografije žarišča enega primera kroničnega vnetja 
pooperativne votline senčnice, posnete od 1. do 4. pregleda. Prikazane so površine in anatomske umestitve žari č vnetja 
na podlagi Slike 6. V levem zgornjem kotu vsake vrstice je ID bolnika, ki se ujema s podatki v Prilogah D–F. Bolnika 
15 in 21 sta imela obojestransko prizadetost.  
Figure 13: Chronic postoperative temporal bone cavity inflammation focus areas of patients, treated with standard 
conservative measures. 
Otomicroscopical photographs of one case of chronic postoperative temporal bone cavity inflammation are shown in 
one row. Photographs, captured from the 1. to the 4. check-up. are shown from left to right in each row. Areas and 
classifications of inflammation focuses are provided according to Figure 6. Patient's ID that matches the information 
in Annexes D-F is shown in the top left corner of each row. Patients 15 and 21 had bilateral involvement. 
               Se nadaljuje 
Vozel, D. Uporaba plazme, bogate s trombociti in zunajceličnimi vezikli za zdravljenje vnetij senčnice. 
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Predpogoji za izvedbo dvosmerne mešane analize variance, s katero naj bi primerjali 
površine žarišč vnetja, zaradi heterogenosti varianc niso bili izpolnjeni, zato smo po 
izpolnitvi predpogojev uporabili enosmerno analizo varianc ponovljenih meritev.  
 
V PBTZV skupini sferičnost ni bila kršena. Med prvim pregledom (M = 100 %, SD = 0 
%), drugim pregledom (M = 43 %, SD = 30 %), tretjim pregledom (M = 36 %, SD = 30 
%) in četrtim pregledom (M = 36 %, SD = 28 %) smo ugotovili statistično značilne razlike 
v deležih površin vnetnih žarišč glede na enosmerno analizo variance (F(3, 30) = 
28,59, p < 0,0005, delni ω2 = 0,650). Izsledki post-hoc analize z Bonferronijevo korekcijo 
so pokazali statistično značilno zmanjšanje deleža površine med prvim pregledom in 
drugim pregledom (M = 57 %, 95% CI [28, 87], p < 0,0005). Med ostalimi pregledi 
zmanjšanja povprečnih deležev površin niso bila statistično značilna (p > 0,05) (Slika 14). 
 
V kontrolni skupini je bila sferičnost kršena, zato smo uporabili korekcijo z ε = 0,611. 
Med prvim pregledom (M = 100 %, SD = 0 %), drugim pregledom (M = 135 %, SD = 53 
%), tretjim pregledom (M = 144 %, SD = 64 %) in četrtim pregledom (M = 150 %, SD = 
97 %) ni bilo statistično značilnih razlik v površinah žarišč glede na enosmerno analizo 
variance (F(1,834, 22,010) = 2,079, p = 0,152) (Slika 14). 
 
 
Slika 14: Deleži površin vnetnih žarišč med zdravljenjem. 
V PBTZV skupini je vidno izrazito zmanjšanje povprečne površine vnetnih žarišč med prvim in drugim 
pregledom, kasneje pa razlika ni več izrazita. V kontrolni skupini se je med zdravljenjem povprečna 
površina vnetnih žarišč povečala, a ne statistično značilno. Na grafu so 95-odstotni intervali zaupanja. 
PBTZV – plazma, bogata s trombociti in zunajceličnimi vezikli. 
Figure 14: Percentages of inflammation focus areas during the treatment. 
There is a significant decrease in average surface area between first and second check-up and no decrease 
at the later check-ups in the PBTZV group. An inflammation area percentage has increased, but not 
statistically significant in the control group during the treatment. The graph includes 95 % confidence 
intervals. PBTZV – platelet- and extracellular vesicle-rich plasma. 
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4.2.2 Seštevek točk vprašalnika COMQ-12 v času zdravljenja 
 
Seštevke točk, ki smo jih uporabili v statistični analizi, prikazujemo v Preglednici E1. Za 
statistično analizo razlik seštevkov točk vprašalnika COMQ-12 v času zdravljenja smo 
uporabili dvosmerno mešano analizo variance. Uvrščenost v skupino zdravljenja je imela 
statistično značilen vpliv na seštevek točk vprašalnika COMQ-12 v obdobju štirih 
pregledov (F(3, 60) = 8,755 p < 0,0005, delni η2 = 0,304). Pri prvem pregledu med 
skupinama ni bilo statistično značilne razlike v seštevkih točk COMQ-12 (F(1, 20) = 
0,00, p = 0,949). Razlika v seštevkih točk COMQ-12 med skupinama je bila statistično 
značilna pri drugem pregledu (F(1, 20) = 6,48, p = 0,019, delni η2 = 0,245), tretjem 
pregledu (F(1, 20) = 7,30, p = 0,014, delni η2 = 0,267) in četrtem pregledu (F(1, 20) = 
15,29, p = 0,001, delni η2 = 0,433) (Slika 15).  
 
Seštevek točk vprašalnika COMQ-12 se je statistično značilno spremenil med štirimi 
pregledi v PBTZV skupini (F(3, 30) = 9,78, p < 0,001, delni η2 = 0,494), v kontrolni 
skupini pa ne (F(3, 30) = 1,17, p = 0,339). Seštevek točk vprašalnika COMQ-12 se je 
znotraj PBTZV skupine statistično značilno zmanjšal od prvega pregleda do tretjega 
pregleda (M = 11 točk, SE = 3 točke, p = 0,029) ter od prvega pregleda do četrtega 
pregleda (M = 15 točk, SE = 2 točki, p = 0,001). Zmanjšanje seštevka točk vprašalnika 
COMQ-12 ni bilo statistično značilno med prvim pregledom in drugim pregledom (M = 
10 točk, SE = 3 točke, p = 0,102), med drugim pregledom in tretjim pregledom (M = 2 
točki, SE = 3 točke, p = 1,000), med drugim pregledom in četrtim pregledom (M = 5 
točk, SE = 3 točke, p = 0,531) ter med tretjim pregledom in četrtim pregledom (M = 4 
točke, SE = 3 točke, p = 1,000) (Slika 15).  
 
Seštevek točk vprašalnika COMQ-12 se znotraj kontrolne skupine ni statistično značilno 
razlikoval v času od prvega pregleda do drugega pregleda (M = 3 točke, SE = 2 točki, p = 
0,632), od prvega pregleda do tretjega pregleda (M = 2 točki, SE = 2 točki, p = 1,000), od 
prvega pregleda do četrtega pregleda (M = 1 točka, SE = 1 točka, p = 1,000), od drugega 
pregleda do tretjega pregleda (M = 1 točka, SE = 2 točki, p = 1,000), od drugega pregleda 
do četrtega pregleda (M = 2 točki, SE = 2 točki, p = 0,976) in od tretjega pregleda do 
četrtega pregleda (M = 1 točka, SE = 2 točki, p = 1,000) (Slika 15). 
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Slika 15: Prikaz seštevkov točk vprašalnika COMQ-12 med zdravljenjem. 
Za kontrolno skupino in PBTZV skupino so prikazani 95-odstotni intervali zaupanja. Vidna je statistično 
značilna razlika med povprečnim seštevkom točk COMQ-12 ob drugem, tretjem in četrtem pregledu. 
Zmanjšanje seštevka točka je statistično značilno v PBTZV skupini, natančneje med prvim in tretjim ter 
prvim in četrtim pregledom. COMQ-12 – vprašalnik o kroničnem vnetju srednjega ušesa 12 (angl. chronic 
otitis media questionnaire 12); PBTZV – plazma, bogata s trombociti in zunajceličnimi vezikli. 
Figure 15: COMQ-12 score sums during the treatment. 
95 % confidence intervals are included in PBTZV and control group. There is a statistically significant 
difference in sum score PBTZV groups at the second, third and fourth check-up. Sum score decrement is 
statistically significant in PBTZV group, more accurately between the first and second check-up and first 
and fourth check-up. COMQ-12 – chronic otitis media questionnaire 12; PBTZV – platelet- and 
extracellular vesicle-rich plasma. 
 
4.2.3 Rezultati mikrobioloških preiskav brisov v času zdravljenja 
 
Rezultate mikrobioloških preiskav kultivacije bakterij in gliv iz brisov KVPVS 
prikazujemo v Preglednicah 8, E2 in E3. Ker je glede na literaturo najpogostejši 
povzročitelj vnetja radikalne votline senčnice bakterija S. aureus, smo pogostost izolacije 
S. aureus primerjali s pogostostjo izolacije ostalih povzročiteljev. Ker glive v primerjavi 
z bakterijami redkeje povzročajo vnetje, razlik v izolaciji posameznih vrst gliv nismo 
analizirali (Gluth in sod., 2013). 
 
V rezultatih mikrobioloških preiskav iz brisov, odvzetih med prvim pregledom, med 
PBTZV skupino in kontrolno skupino ni bilo statistično značilnih razlik v prisotnosti 
bakterij (p = 1,000, Fisherjev natančni test), gliv (p = 1,000, Fisherjev natančni test) in 
vrstah bakterij (p = 0,928, χ2-test homogenosti). Enako smo ugotovili za brise, odvzete 
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med drugim pregledom (p = 1,000, p = 1,000, p = 0,679, Fisherjev natančni test za vse 
primerjave). Med prvim pregledom in tretjim pregledom v PBTZV skupini ni bilo 
statistično značilnih razlik v prisotnosti bakterij, gliv in vrstah bakterij glede na 
McNemarjev test (p > 0,05). Enako velja za kontrolno skupino. 
 
Preglednica 8: Rezultati mikrobioloških preiskav kultivacije bakterij in gliv iz brisov kronično vnetih 
pooperativnih votlin senčnic med 1. in 3. pregledom.  
Table 8: Results of bacterial and fungal cultivation from the samples of chronic postoperative temporal 
bone cavity inflammation swabs taken at the 1st and 3rd check-up. 
Se nadaljuje 
Nadaljevanje Preglednice 8 
o C. metapsilosis 0 1 (8 %) 1 (4 %) 0 1 (8 %) 1 (4 %) 
o C. haemulonii 0 0 0 0 1 (8 %) 1 (4 %) 
Čas Prvi pregled Tretji pregled 
Skupina PBTZV 
(n = 11) 
kontrolna 
 (n = 13) 
vsi 
(n = 24) 
PBTZV 
(n = 11) 
kontrolna 
(n = 13) 
vsi  
(n = 24) 
 
Bakterije 
negativno  1 (9 %) 1 (8 %) 2 (8 %) 4 (36 %) 4 (31 %) 8 (33 %) 
pozitivno 10 (91 %) 12 (92 %) 22 (92 %) 7 (64 %) 9 (69 %) 16 (67 %) 
• S. aureus 6 (5 %) 8 (62 %) 14 (58 %) 4 (36 %) 3 (27 %) 7 (30 %) 
• ostale 8 (73 %) 10 (77 %) 18 (75 %) 8 (73 %) 8 (62 %) 16 (67 %) 
o P. aeruginosa 2 (18 %) 0 2 (8 %) 2 (18 %) 0 2 (8 %) 
o S. anginosus  0 0 0 1 (9 %) 0 1 (4 %) 
o S. agalactiae 1 (9 %) 0 1 (4 %) 1 (9 %) 2 (15 %) 3 (13 %) 
o C. amycolatum 1 (9 %) 0 1 (4 %) 0 0 0 
o S. marcescens 0 2 (15 %) 2 (8 %) 0 0 0 
o S. pneumoniae 1 (9 %) 0 1 (4 %) 0 0 0 
o S. maltophilia 0 0 0 0 1 (8 %) 1 (4 %) 
o C. koseri 0 1 (8 %) 1 (4 %) 0 0 0 
o M. morganii ssp. 
Morganii 
0 1 (8 %) 1 (4 %) 0 1 (8 %) 1 (4 %) 
o K. oxytoca 0 1 (8 %) 1 (4 %) 0 0 0 
o A. xylosoxidans 0 2 (15 %) 2 (8 %) 0 1 (8 %) 1 (4 %) 
o A. insolitus 1 (9 %) 0 1 (4 %) 1 (9 %) 0 1 (4 %) 
o A. baumannii 0 1 (8 %) 1 (4 %) 0 1 (8 %) 1 (4 %) 
o P. mirabilis 1 (9 %) 0 1 (4 %) 1 (9 %) 0 1 (4 %) 
o A. faecalis 0 0 0 1 (9 %) 0 1 (4 %) 
o E. coli 0 0 0 0 1 (8 %) 1 (4 %) 
o E. faecalis 1 (9 %) 2 (15 %) 3 (13 %) 1 (9 %) 1 (8 %) 2 (8 %) 
Glive 
negativno 9 (82 %) 10 (77 %) 19 (79 %) 8 (73 %) 8 (62 %) 16 (67 %) 
pozitivno 2 (16 %) 3 (23 %) 5 (21 %) 3 (27 %) 5 (39 %) 8 (33 %) 
o C. tropicalis 1 (9 %) 0 1 (4 %) 0 0 0 
o C. albicans 1 (9 %) 0 1 (4 %) 1 (9 %) 0 1 (4 %) 
o A. fumigatus 1 (9 %) 0 1 (4 %) 1 (9 %) 1 (8 %) 2 (8 %) 
o S. apiospermum 0 2 (15 %) 2 (8 %) 0 2 (15 %) 2 (8 %) 
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Opombe: Negativno pomeni odsotnost, pozitivno pa prisotnost bakterij ali gliv v vzorcu brisa. S. anginosus 
je spadal v skupino anginosus. S. agalactiae je bil betahemolitični skupine B. Pri preiskavah enega brisa je 
bilo pogosto izoliranih več bakterij in/ali gliv. Dva bolnika sta imela obojestransko prizadetost, zato smo 
odvzeli dva brisa. Prikazana je pogostost izolacije posameznih vrst bakterij in gliv glede na skupno število 
brisov v posameznih skupinah (PBTZV skupina, kontrolna skupina, vsi) za oba pregleda. PBTZV – plazma 
bogata s trombociti in zunajceličnimi vezikli. 
Remarks: Negativno denotes absence and pozitivno presence of bacteria or fungi in ear swab sample. S. 
anginosus belonged to group anginosus and S. agalactiae to the beta-haemolytic type B group. Frequently, 
multiple bacteria and/or fungi were isolated from one swab. Two patients had bilateral involvement, 
therefore two swabs were taken. Data show frequencies of bacteria and fungi according to the total swab 
count in a studied group (i.e. PBTZV group, control group, all patients) for both check-ups. PBTZV – 
platelet- and extracellular vesicle-rich plasma. 
 
4.2.4 Neželeni učinki plazme, bogate s trombociti in zunajceličnimi vezikli 
 
V skupini, zdravljeni s PBTZV, nismo zaznali neželenih učinkov, povezanih z uporabo  
PBTZV.  
 
4.3 ANALIZA KRVI 
 
Vrednosti hemograma in diferencialne krvne slike, koncentracija C-reaktivnega proteina 
(CRP) in stopnja sedimentacije eritrocitov pri bolnikih v PBTZV skupini niso kazale 
znakov bolezni.  
 
Za določitev koncentracije trombocitov v krvi bolnikov v PBTZV skupini in zdravih 
prostovoljcev smo postavili vrata analize pretočnega citometra. Koncentracije delcev v 
vratih P2 so predstavljale koncentracije trombocitov, koncentracije delcev v vratih P1 pa 
koncentracije levkocitov in eritrocitov. Primer analize krvi s pretočnim citometrom po 
postavitvi vrat prikazujemo na Sliki 16.  
 
Povprečna krvna koncentracija trombocitov (tj. delci P2) je pri bolnikih znašala 204 x 
1012/L (SD = 64 x 1012/L) (Preglednica F1).  
 
Povprečna krvna koncentracija levkocitov je pri zdravih prostovoljcih znašala 6,13 x 
109/L (SD = 0,64 x 109/L), povprečna krvna koncentracija eritrocitov 4,60 x 109/L (SD = 
0,57 x 109/L) in povprečna krvna koncentracija trombocitov (tj. delci P2, Slika 16) 182 x 
109/L (SD = 36 x 109/L) (Preglednica F2).  
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Slika 16: Primer razsevnega diagrama analize krvi s pretočnim citometrom (s koncentracijami). 
Ordinata prikazuje signal fotodetektorja, postavljenega pravokotno na sipano svetlobo (angl. side scatter, 
SSC), abscisa pa signal fotodetektorja, postavljenega v smeri vira svetlobe (angl. forward scatter, FSC). 
Diagram vsebuje dvoje vrat (tj. območij) analize za določanje koncentracij celic. Koncentracije celic v P2 
so koncentracije trombocitov. Vrat P1, ki predstavljajo koncentracije levkocitov in eritrocitov, nismo 
uporabili v končni analizi podatkov, temveč le za ponazoritev lege oblakov. Vidna sta dva oblaka; rdeča 
barva prikazuje največjo gostoto celic, modra pa najmanjšo. Gostejši oblak se nahaja v vratih P1 kar je v 
skladu s prevlado levkocitov in eritrocitov  v vseh krvnih celicah. Oblak v vratih P2 je manj gost. 
Koncentracije v grafih ne upoštevajo redčitve vzorcev v razmerju 1:200. Koncentracija trombocitov torej 
znaša 141 x 109/L.  
Figure 16: Example of the scatter graph of flow cytometry performed on the blood sample (with 
concentrations). 
The graph shows two gates, created to measure platelets (P2) and red blood cells with leukocytes (P1). Red 
colour visualises higher particle density compared to blue colour. Gate P1 was not used in the data 
processing, but only to illustrate the location of the clouds. Two clouds are visible, a denser cloud is located 
in the P1 gate, which is consistent with the predominance of leukocytes and red blood cells among all blood 
cells. The cloud in the P2 gate is less dense. Concentrations in the graph do not take sample dilution in the 
ratio 1: 200 into account. The platelet concentration is therefore 141 x 109/L. SSC – side scatter signal; FSC 
– forward scatter signal. 
 
4.4 ANALIZA PLAZME, BOGATE S TROMBOCITI IN ZUNAJCELIČNIMI 
VEZIKLI 
 
4.4.1 Koncentracije celic in zunajceličnih veziklov v plazmi, bogati s trombociti in 
zunajceličnimi vezikli 
 
Za določitev koncentracij levkocitov, eritrocitov, trombocitov in ZV v PBTZV bolnikov 
s KVPVS ter zdravih prostovoljcev smo postavili vrata analize pretočnega citometra. 
Koncentracije delcev v vratih P1 so predstavljale koncentracije eritrocitov in levkocitov, 
koncentracije delcev v vratih P2 pa koncentracije trombocitov in ZV. ZV se nahajajo v 
P2, saj nastanejo iz aktiviranih, brstečih trombocitov (Slika 1) (Uršič in sod., 2014). 
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Slika 17: Primer razsevnega diagrama analize plazme, bogate s trombociti in zunajceličnimi vezikli s 
pretočnim citometrom (s koncentracijami). 
Ordinata prikazuje signal fotodetektorja, postavljenega pravokotno na sipano svetlobo (angl. side scatter, 
SSC), abscisa pa signal fotodetektorja, postavljenega v smeri vira svetlobe (angl. forward scatter, FSC). 
Diagram vsebuje dvoje vrat (tj. območij) analize za določanje koncentracij eritrocitov in levkocitov (vrata 
P1) ter trombocitov in ZV (vrata P2). Viden je oblak, ki se nahaja pretežno v P2, kar pomeni, da v PBTZV 
prevladujejo trombociti in ZV. Nekaj delcev je tudi v območju P1, saj s postopki priprave PBTZV ne 
moremo odstraniti vseh eritrocitov in levkocitov. Največja gostota delcev je prikazana zeleno, najmanjša 
pa modro. Koncentracije v grafih ne upoštevajo redčitve vzorcev v razmerju 1:50, zato jih moramo 
pomnožiti s 50. Koncentracija trombocitov in ZV torej znaša 722 x 109/L. ZV – zunajcelični vezikel; 
PBTZV – plazma, bogata s trombociti in zunajceličnimi vezikli.  
Figure 17: Example of the scatter graph of flow cytometry, performed on the platelet- and extracellular 
vesicle-rich plasma (with concentrations). 
The graph shows two gates, created to measure red blood cells with leukocytes (P1) and platelets with EVs 
(P2). A cloud with the highest particle density coloured green is visible mainly in the P2 gate. Blue colour 
visualises lower particle density. Since it is impossible to exclude red blood cells and leukocytes in our 
PVRP preparation protocol, some particles are present in the P1 gate also. Concentrations in the graph 
should be multiplied with 50 since PVRP was diluted 1:50 before analysis. Therefore, platelet and EV 
concentration is 722 x 109/L. PVRP – platelet- and extracellular vesicle-rich plasma; EV – extracellular 
vesicle; SSC – side scatter signal; FSC – forward scatter signal. 
 
4.4.1.1 Koncentracije celic in zunajceličnih veziklov pri zdravih prostovoljcih  
 
Pred pripravo PBTZV za bolnike s KVPVS smo analizirali vzorce PBTZV in krvi devetih 
prostovoljcev brez KVPVS. Iz krvi vsakega prostovoljca smo pripravili eno enoto 
PBTZV po postopku I in eno enoto PBTZV po postopku II. Skupaj smo torej pripravili 
18 vzorcev PBTZV.  
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Čas priprave PBTZV je bil statistično značilno krajši pri postopku I (M = 54 minut, SD = 
5 minut) kot pri postopku II (M = 62 minut SD = 5 minut) glede na t-test za neodvisna 
vzorca (M = –8 minut, 95 % CI [–14; –3], t(16) = –3,544, p = 0,003) (Preglednica F3).  
 
Volumen plazme pri pripravi ene enote PBTZV se med postopkom I (M = 1,6 mL, SD = 
0,4 mL) in postopkom II (M = 1,5 mL, SD = 5,2 mL) ni statistično značilno razlikoval 
glede na t-test za neodvisna vzorca (M = 0,1 mL, 95 % CI [–0,4; 0,5], t(16) = 0,255, p = 
0,802). Volumen ene enote PBTZV se med postopkom I (M = 0,8 mL, SD = 0,2 mL) in 
postopkom II (M = 0,8 mL, SD = 0,3 mL) ni statistično značilno razlikoval glede na t-test 
za neodvisna vzorca (M = 0,0 mL, 95 % CI [–0,2; 0,3], t(16) = 0,255, p = 0,802) 
(Preglednica F3).  
 
Koncentracije levkocitov v PBTZV se med postopkom I (M = 2,19 x 109/L, SD = 1,83 x 
109/L) in postopkom II (M = 2,33 x 109/L, SD= 2,56 x 109/L) niso statistično značilno 
razlikovale glede na t-test za neodvisna vzorca (M = –0,13889 x 109/L, 95 % CI [–2,36; 
2,08], t(16) = –1,333, p = 0,896). Koncentracije eritrocitov v PBTZV se med postopkom 
I (Mdn = 0,03 x 1012/L) in postopkom II (Mdn = 0,04 x 1012/L) niso statistično značilno 
razlikovale glede na Mann-Whitneyjev U-test (U = 34,5, z = –0,546, p = 0,605). 
Koncentracije levkocitov in eritrocitov v PBTZV (tj. delci P1, Slika 17) so se med 
postopkom I (Mdn = 4,3 x 109/L) in postopkom II (Mdn = 6,0 x 109/L) statistično značilno 
razlikovale glede na Mann-Whitneyjev U-test (U = 64, z = 2,080, p = 0,040). 
Koncentracije trombocitov in ZV v PBTZV (tj. delci P2, Slika 17) se med postopkom I 
(Mdn = 670 x 109/L) in postopkom II (Mdn = 674 x 109/L) niso statistično značilno 
razlikovale glede na Mann-Whitneyjev U-test (U = 40,5, z = 0,000, p = 1,000). 
 
Delež levkocitov v PBTZV (enačba 1) se med postopkom I (Mdn = 27,08 %) in 
postopkom II (Mdn = 19,30 %) ni statistično značilno razlikoval glede na Mann-
Whitneyjev U-test (U = 37,5, z = –0,265, p = 0,796). Delež eritrocitov v PBTZV (enačba 
2) se med postopkom I (Mdn = 0,73 %) in postopkom II (Mdn = 0,88 %) ni statistično 
značilno razlikoval glede na Mann-Whitneyjev U-test (U = 30,5, z = –0,886, p = 0,387). 
Delež trombocitov in ZV v PBTZV (enačba 3) se med postopkom I (M = 394 %, SD = 
109 %) in postopkom II (M = 378 %, SD = 70 %) ni statistično značilno razlikoval glede 
na t-test za neodvisna vzorca (M = 16 %, 95% CI [-82, 115], t(14) = 0,366, p = 0,720) 
(Preglednica F2).  
 
4.4.1.2 Koncentracije celic in zunajceličnih veziklov pri bolnikih s kroničnim vnetjem 
pooperativne votline senčnice  
 
Rezultati so izračunani iz podatkov 22 priprav PBTZV, ki jih natančneje prikazujemo v 
Preglednici F1. Povprečni čas priprave PBTZV je znašal 80 minut (SD = 26 minut). 
Volumen plazme pri pripravi PBTZV za en vnos (tj. dve enoti PBTZV) je znašal 4,3 mL 
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(SD = 1,4 mL). Skupni volumen PBTZV za en vnos (tj. dve enoti PBTZV) je znašal 2,1 
mL (SD = 0,7 mL). Koncentracija trombocitov in ZV v PBTZV (tj. delci P2, Slika 17) je 
znašala 525 x 109/L (SD = 173 x 109/L). Delež trombocitov in ZV v PBTZV (Enačba 3) 
je znašal 293 % (SD = 160 %). 
 
4.4.2 Vrstična elektronska mikroskopija plazme, bogate s trombociti in 
zunajceličnimi vezikli 
 
Na Inštitutu za kovinske materiale in tehnologije so z vrstičnim elektronskim 
mikroskopom pregledali in fotografirali vzorce dveh PBTZV, pripravljenih po postopku 
I (Preglednica 6). Slika 16 prikazuje vzorec PBTZV, ki vsebuje veliko koncentracijo 
trombocitov (A) in delcev nanometrskih razsežnosti (B), ki naj bi bili trombocitni ZV. 
Znano je namreč, da trombociti po aktivaciji brstijo in so nagnjeni k tvorbi ZV z 
odcepljanjem brstov ali eksocitozo MVE (Tao in sod., 2017). 
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Slika 18: Vrstična elektronskomikroskopska fotografija plazme, bogate s trombociti in zunajceličnimi 
vezikli. 
A in B prikazujeta visoko število trombocitov in zunajceličnih veziklov. Bela puščica (A), glava črne 
puščice (C) in glava bele puščice (D) prikazujejo aktiviran, brsteč trombocit, nagnjen k tvorbi zunajceličnih 
veziklov z brstenjem (tj. ektocitozo). Vidni so cevasti odrastki trombocita (C). Črna puščica (B) prikazuje 
eritrocit in siva puščica (B) levkocit.  
Figure 18: Scanning electron microscopy of platelet- and extracellular vesicle-rich plasma. 
A and B depict high platelet and extracellular vesicle count. White arrow (A), black arrowhead (C) and 
white arrowhead (D) depict activated, shedding platelet, prone to produce extracellular vesicles by shedding 
(i.e. ectocytosis). Tubular projections are seen on photograph C. The black arrow (B) depicts a red blood 
cell and grey arrow (B) a leukocyte. 
 
4.4.3 Sterilnost postopka priprave plazme, bogate s trombociti in zunajceličnimi 
vezikli 
 
Mikrobiološke preiskave osmih vzorcev PBTZV, pripravljenih s postopkom I iz krvi 
osmih prostovoljcev, so v vseh osmih vzorcih pokazale odsotnost rasti bakterij ali gliv. 
To pomeni, da je bil postopek priprave PBTZV sterilen.  
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Raziskavo v sklopu doktorske disertacije smo pričeli na predklinični ravni in jo nato 
razširili na klinično raven. Predklinična raven je obsegala pripravo in analizo PBTZV, 
medtem ko smo ugotovitve uporabili v zdravljenju KVPVS s PBTZV na klinični ravni. 
Obe ravni se med seboj prepletata. Ugotovitve raziskave so posledica interdisciplinarnega 
sodelovanja in so pomemben doprinos k znanju s področja bioinženiringa v zdravstvu.  
 
Raziskavo na predklinični ravni smo začeli zaradi velikega raziskovalnega interesa in za 
zdaj (še) neizpolnjenega potenciala ZV pri diagnosticiranju in zdravljenju. Najprej smo 
želeli ustvariti pripravek z visokimi koncentracijami ZV, ki bi ga uporabili pri zdravljenju 
bolezni z izčrpanimi ustaljenimi načini zdravljenja, a je njihovo zdravljenje velik izziv. 
Predpogoj za uporabo ZV pri tako zahtevnih boleznih sta učinkovita in ponovljiva 
priprava izolatov ZV (tj. izolacija) in karakterizacija ZV iz različnih telesnih tekočin.  
 
Med iskanjem učinkovitega postopka izolacije in karakterizacije ZV smo ugotovili, da so 
postopki nadvse heterogeni in kot takšni zahtevajo analizo kliničnih raziskav v zvezi z 
uporabo ZV. Sistematično smo pregledali 65 raziskav, objavljenih v obdobju petih let, ki 
so vključevale 716 primerjav koncentracij ZV med skupinami. V pregled smo vključili 
raziskave, v katerih so za izolacijo ZV uporabili centrifugiranje do pospeškov 25.000 g, 
za karakterizacijo ZV pa pretočno citometrijo. O statistično značilni razliki koncentracij 
med skupinama so poročali pri 43 % primerjav, o zadovoljivi statistični moči pri 34 % 
primerjav, o klinični značilnosti pa pri 12 % primerjav (Vozel in sod., 2017). Glede na 
rezultate raziskave Vozla in sod. (2017) smo potrdili hipotezo, da so zunajcelični vezikli 
pomembni biomarkerji pri razlikovanju zdravja od bolezni. Hkrati smo ugotovili, da 
moramo za izboljšanje klinične pomembnosti izboljšati postopke izolacije in 
karakterizacije ZV, saj statistična pomembnost ne pomeni nujno tudi klinične 
pomembnosti.  
  
Na podlagi izsledkov raziskave Vozla in sod. (2017) vidimo, da je uporaba izolatov ZV 
v klinični praksi zaenkrat omejena na diagnostično raven. Namesto izolatov smo želeli 
pri zdravljenju uporabiti ZV, ki se nahajajo v drugih pripravkih, bogatih z ZV. Izhajali 
smo iz dejstva, da lahko ZV nastajajo iz vseh celic in so prisotni v vseh telesnih tekočinah 
(Yáñez-Mó in sod., 2015). Na podlagi obstoječe literature vemo, da so ZV prisotni tudi v 
plazmi, bogati s trombociti, in da naj bi bili celo glavni mediatorji njenih regenerativnih 
učinkov (Guo in sod., 2017; Tao in sod., 2017; Uršič in sod., 2014). Zato so pripravek 
tudi poimenovali plazma, bogata s trombociti in zunajceličnimi vezikli (PBTZV). Zaradi 
poročanih učinkov uporabe PBTZV pri obvladovanju motenj celjenja na številnih 
področjih medicine (Vozel in sod., 2020a) smo opisane učinke želeli preveriti tudi pri 
zdravljenju otorinolaringoloških boleznih. Na podlagi izkušenj pri pripravi in analizi 
vzorcev različnih telesnih tekočin (Mrvar-Brečko in sod., 2010; Junkar in sod., 2009; 
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Šuštar in sod., 2011) smo želel  pripraviti PBTZV in preveriti klinične učinke ZV iz 
PBTZV pri zdravljenju KVPVS.  
 
Na predklinični ravni smo najprej v Laboratoriju za klinično biofiziko, Zdravstvena 
fakulteta, Univerza v Ljubljani izdelali in preizkusili dva lastna postopka priprave 
PBTZV in ju natančno opisali. Enega od postopkov smo nato uporabili za pripravo 
PBTZV, ki bi jo uporabili pri zdravljenju KVPVS. Postopek I je trajal statistično značilno 
krajši čas kot postopek II, kar pomeni tudi manj čakanja bolnikov na PBTZV in prednost 
v kliničnem okolju. Ker se volumen plazme (tj. supernatant nad levkocitnim slojem po 
prvem centrifugiranju) med postopkoma kljub različnim trajanjem in pospeškom 
centrifugiranja ni razlikoval, se med postopkoma ni statistično značilno razlikoval niti 
volumen PBTZV; pri obeh postopkih je namreč predstavljal polovico plazme (Slika 9). 
 
Pri postopku I smo v PBTZV s pretočnim citometrom ugotovili statistično značilno 
manjšo koncentracijo eritrocitov in levkocitov kot pri postopku II. Delong in sod. (2012) 
so koncentracije levkocitov v PBTZV pri obeh postopkih opredelili kot nizke. Nizke so 
bile tudi koncentracije eritrocitov, kar se ujema s pričakovanji te raziskave in literaturo, 
saj pri postopkih, ki temeljijo na krvni plazmi, odstranimo večino levkocitov (DeLong in 
sod., 2012). Med postopkoma priprave PBTZV v deležih levkocitov in deležih eritrocitov 
v PBTZV ni bilo statistično značilnih razlik (p = 0,796, p = 0,387). S pretočnim 
citometrom med postopkoma nismo zaznali statistično značilnih razlik v koncentracijah 
trombocitov in ZV. Prisotnost ZV v PBTZV pa smo zaznali z vrstičnim elektronskim 
mikroskopiranjem (Slika 18). Ugotovili smo torej, da z rezultati raziskave v sklopu 
doktorske disertacije ne moremo potrditi hipoteze, da je koncentracija zunajceličnih 
veziklov v izolatih iz pripravkov krvi odvisna od načina priprave. Glede na delež 
trombocitov in ZV v PBTZV (Enačba 3) smo pri obeh postopkih pripravili PBTZV z 
zmernimi koncentracijami trombocitov (postopek I: M = 394 %, SD = 109 % in postopek 
II: M = 378 %, SD = 70 %) (DeLong in sod., 2012). Med postopkoma ni bilo statistično 
značilnih razlik v deležu levkocitov in deležu eritrocitov v PBTZV (p = 0,796, p = 0,387).  
 
Da bi PBTZV v prihodnosti uporabili v sterilnih področjih človeškega telesa, smo 
zagotovili tudi sterilnost postopka priprave PBTZV, ki smo določili z mikrobiološkimi 
preiskavami sterilnosti PBTZV. V doktorsko disertacijo smo vključili le del raziskave, ki 
je neposredno potreben za tolmačenje rezultatov klinične raziskave. Ostale ugotovitve 
raziskave bomo objavili kasneje, saj so v zaključni fazi, tj. pred oddajo znanstveni reviji. 
 
Raziskavo na predklinični ravni smo nato razširili na klinično raven, saj smo izkušnje s 
postopkom priprave PBTZV uporabili v randomizirani kontrolirani klinični raziskavi, ki 
je vključevala bolnike s KVPVS po izčrpanem kirurškem in standardnem 
konzervativnem zdravljenju. Te bolnike smo naključno razvrstili v PBTZV skupino in v 
kontrolno skupino. Bolnike v PBTZV skupini smo zdravili s PBTZV, bolnike v kontrolni 
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skupini pa s standardnimi konzervativnimi načini. En bolnik kljub razvrstitvi (tj. 
randomizaciji) v raziskavo ni vstopil, dva pa je zaradi epidemije COVID-19 nista 
zaključila (Slika 11). Ti trije bolniki predstavljajo 12 % vseh razvrščenih bolnikov, kar je 
delež, ki glede na ugotovitve Dettorija in sod. (2011) ne ogroža validnosti raziskave. V 
končno analizo smo torej vključili 11 bolnikov oziroma 11 primerov KVPVS iz PBTZV 
skupine ter 11 bolnikov oziroma 13 primerov KVPVS iz kontrolne skupine. Večje število 
primerov v kontrolni skupini je posledica dejstva, da je bilo vnetje pri dveh bolnikih v 
kontrolni skupini obojestransko (tj. 4 primeri). Skupaj smo torej zdravili 22 bolnikov 
oziroma 24 primerov KVPVS.  
 
Za potrditev randomizacije smo opravili statistično analizo razlik med skupinama. 
Ugotovili smo, da med skupinama ni bilo razlik v izhodiščnih demografskih in kliničnih 
značilnostih, s čimer smo randomizacijo tudi potrdili. Srednji čas do zdravljenja (tj. čas 
od začetka težav zaradi KVPVS do vstopa v raziskavo), ki je znašal 7,7 leta, potrjuje 
dolgotrajnost težav zaradi KVPVS in izčrpanost standardnih konzervativnih načinov 
zdravljenja, uporabljenih v tem obdobju. Srednji čas od operacije (tj. čas od zadnje 
operacije zaradi KVSU, ki je vodilo v KVPVS, do vstopa v raziskavo) je znašal 13,8 leta, 
kar pomeni, da so se težave zaradi KVPVS pričele s srednjim časom 6,1 leta po operaciji, 
kar smo izračunali kot razliko med srednjim časom od operacije in srednjim časom do 
zdravljenja (13,8–7,7 leta). Večina (96 %) bolnikov se je zdravila zaradi kroničnega 
vnetja radikalne votline, samo en bolnik (4 %) pa zaradi vnetja rane, v kateri se je pojavila 
dehiscenca vrečasto zaprtega zunanjega sluhovoda, po subtotalni petrozektomiji. Pri 
večini (92 %) bolnikov je bila indikacija za izvedbo radikalne mastoidektomije 
holesteatom srednjega ušesa, kar se ujema z izsledki raziskave Khalila in sod. (2013), v 
kateri je delež holesteatoma znašal 89 %. Na podlagi rezultatov o vrstah kirurških 
posegov pri bolnikih v raziskavi v sklopu doktorske disertacije vidimo, da je bilo pri vseh 
bolnikih kirurško zdravljenje izčrpano. Bolj radikalni kirurški posegi namreč ne 
omogočajo vedno tudi ozdravitve KVPVS in hkrati tudi okvarijo sluh (Yung, 2016).  
 
Bolniki v obeh skupinah so bili pretežno moškega spola (82 %), kar je več kot v raziskavi 
Khalila in sod. (2013), v kateri je bil delež moških s kroničnim vnetjem radikalne votline 
63 %. Tudi starost bolnikov je bila v naši raziskavi višja, saj med preiskovanci ni bilo 
otrok (Khalil in Windle-Taylor, 2003). Nekaj več kot polovica bolnikov (55 %) v obeh 
skupinah je imela pridružene bolezni. Večina bolnikov (73 %) iz PBTZV skupine ni 
prejemala redne terapije, medtem ko jo je v kontrolni skupini prejemala večina (55 %). 
Kljub temu razlika v deležih ni bila statistično značilna. Motnje v strjevanju krvi pri treh 
bolnikih so bile posledica rednega jemanja acetilsalicilne kisline, ki vpliva na delovanje 
trombocitov. Dva izmed njih sta prejela PBTZV, izid zdravljenja pa je bil zadovoljiv, kar 
dopolnjuje ugotovitve Smitha in sod. (2007), da acetilsalicilna kislina ali klopidogrel ne 
vpliva na sproščanje rastnih dejavnikov v PBTZV (Smith in sod., 2007). Delež kadilcev 
je bil v PBTZV skupini manjši kot v kontrolni skupini, delež bolnikov, ki uživajo alkohol, 
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pa večji. Čeprav je znano, da kajenje in alkohol zavirata celjenje ran (Avishai in sod., 
2017), razlike med skupinama za kajenje in uživanje alkohola niso bile statistično 
značilne. KVPVS lahko v naši raziskavi tesneje povežemo z uživanjem alkohola kot s 
kajenjem. Raziskav za primerjavo demografskih in kliničnih značilnosti bolnikov s 
KVPVS primanjkuje, zato so izsledki o KVPVS (tj. obliki KVSU) pomemben prispevek 
k razvoju znanosti.  
 
Srednji časi med posameznimi pregledi se med skupinama niso statistično značilno 
razlikovali, kar je znak zadostne motiviranosti bolnikov za sodelovanje v klinični 
raziskavi. V kontrolni skupini smo zaradi dveh bolnikov kljub vsemu opazili večji razpon 
časov med pregledi (Priloga E, Preglednica E1). Ena bolnica (ID 12) iz kontrolne skupine 
se je iz utemeljenih razlogov tretjega pregleda udeležila šele 56. dne in četrtega pregleda 
šele 77. dne. En bolnik z obojestranskim KVPVS (ID 21) se je četrtega pregleda zaradi 
prenaročitve pregleda v sklopu epidemije COVID-19 udeležil kasneje, tj. 49 dni po 
tretjem pregledu. Pri ostalih bolnikih ugotavljamo blag razpon časov med pregledi (21–
35 dni), predvsem zaradi nedelovanja ambulant na dela proste dni. Pri njih se časi med 
pregledi niso bistveno razlikovali od predvidenih 28-dnevnih intervalov. 
 
PBTZV smo za bolnike s KVPVS zaradi krajšega časa priprave in nižjih koncentracij 
levkocitov v PBTZV pripravili po postopku I. Za bolnike je bil čas priprave PBTZV daljši 
v primerjavi s pred tem ugotovljenim časom na predklinični ravni, saj je odvzem krvi v 
kliničnem delu potekal na Kliniki za otorinolaringologijo in cervikofacialno kirurgijo, 
UKC Ljubljana, priprava PBTZV pa v Laboratoriju za klinično biofiziko, Zdravstvena 
fakulteta, Univerza v Ljubljani. Ušesni trak smo vsakič povsem prepojili z 2,1 mL 
PBTZV (SD = 0,7 mL). Pri načrtovanju količine odvzema krvi za nadaljnje raziskave o 
zdravljenju drugih bolezni si lahko pomagamo tudi s podatkom o volumnu PBTZV. Za 
bolnike s KVPVS smo glede na faktor povečanja koncentracije v PBTZV po Delongu in 
sod. (2012) pripravili PBTZV z zmernimi koncentracijami trombocitov in ZV. Predtem 
so v akreditiranem kliničnem laboratoriju in Laboratoriju za klinično biofiziko z 
meritvami opredelili koncentracije eritrocitov in levkocitov v PBTZV.  
 
Za primerjavo učinkov PBTZV in standardnih konzervativnih načinov zdravljenja 
KVPVS smo uporabili dve glavni merili za oceno izida zdravljenja – površino žarišča 
KVPVS in kakovost bolnikovega življenja. Merili sta povedna in smiselna kombinacija 
objektivnih meril in subjektivnih meril. Kot pomožno merilo za oceno izida zdravljenja 
smo uporabili rezultat mikrobioloških preiskav brisa KVPVS, saj prisotnost mikrobov v 
brisu ne pomeni nujno vnetja, ampak lahko le kolonizacijo ali kontaminacijo rane.  
 
Pri nekaterih bolnikih so imela žarišča KVPVS obliko eksofitičnih in dobro zamejenih 
granulacij, pri nekaterih pa slabše zamejenega področja vnetja, blago nad ravnijo 
preostalega epitela. Pri slabše zamejenih področjih vnetja sta bila opredelitev orisa in 
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izračun površin žarišča bolj zahtevna in bi lahko privedla do pristranskosti rezultatov. V 
izogib pristranskosti je področja orisal otorinolaringolog, ki z uvrstitvijo bolnikov v 
skupine ni bil seznanjen. Ugotovili smo, da se je pri bolnikih, zdravljenih s PBTZV, 
površina vnetnih žarišč zaradi statistično značilnega zmanjšanja površine po prvem vnosu 
PBTZV do četrtega pregleda statistično značilno zmanjšala. Po drugem vnosu PBTZV 
namreč glede površine nismo zaznali statistično značilnih razlik. V kontrolni skupini se 
površina v času raziskave ni statistično značilno spremenila. Na podlagi statistično 
značilnega zmanjšanja površin žarišč KVPVS pri bolnikih, zdravljenih s PBTZV, in 
nespremenjenih površin žarišč KVPVS pri bolnikih, zdravljenih s standardnimi 
konzervativnimi načini, lahko potrdimo hipotezo, da ima uporaba plazme, bogate s 
trombociti in zunajceličnimi vezikli, zaradi potencialnega imunskega in regenerativnega 
učinka ugodne učinke pri kirurško zdravljenih kroničnih vnetjih srednjega ušesa.  
 
Kakovost življenja, povezano s KVPVS, smo pri vsakem bolniku in ob vsakem pregledu 
ocenili z vprašalnikom o kroničnem vnetju srednjega ušesa (COMQ-12), ki smo ga 
medkulturno prilagodili in dobili potrditev za uporabo v slovenščini (Priloga C) (Vozel 
in sod., 2020b) Ob prvem pregledu med PBTZV in kontrolno skupino v seštevku točk 
COMQ-12 ni bilo statistično značilnih razlik, kar potrjuje randomizacijo. Med 
nadaljnjimi pregledi so se seštevki točk COMQ-12 med skupinama statistično značilno 
razlikovali. Seštevek točk COMQ-12 v času zdravljenja je bil statistično značilno odvisen 
od načina zdravljenja KVPVS. V PBTZV skupini se je seštevek točk COMQ-12 od 
prvega pregleda do tretjega pregleda ter od prvega pregleda do četrtega pregleda 
statistično značilno zmanjšal. Kljub zmanjšanju seštevka od prvega pregleda do drugega 
pregleda, od drugega pregleda do tretjega pregleda in od tretjega pregleda do četrtega 
pregleda razlike niso bile statistične značilne. Seštevek točk COMQ-12 se v kontrolni 
skupini med pregledi ni statistično značilno razlikoval. Statistično značilni zmanjšanje 
seštevka točk COMQ-12 v PBTZV skupini in pretežno nespremenjen seštevek v 
kontrolni skupini sta pomenila statistično značilno razliko v seštevkih točk med 
skupinama za vse primerjane preglede. Rezultati torej kažejo, da dvakratna uporaba 
PBTZV v enomesečnem razmiku ugodno vpliva na kakovost življenja in da ugoden vpliv 
vztraja še vsaj dva meseca po drugem vnosu PBTZV. Poleg tega zdravljenje s PBTZV v 
večji meri izboljša kakovost življenja kot že ustaljeni načini zdravljenja. Pri tolmačenju 
rezultatov kakovosti življenja bolnikov se moramo zavedati morebitne pristranskosti, saj 
raziskava ni bila slepa. Kljub temu smo bolnike iz kontrolne skupine zdravili aktivno, s 
standardnimi konzervativnimi načini in v pogostejših časovnih intervalih kot v ustaljeni 
klinični praksi. Natančneje bi opredelili učinkovitost PBTZV z raziskavo s kontrolno 
skupino, ki bi predstavljala placebo, a glede uporabe placeba obstajajo etični in strokovni 
zadržki. Na podlagi statistično značilnega izboljšanja kakovosti življenja bolnikov, 
zdravljenih s PBTZV, in odsotnosti izboljšanja kakovosti življenja bolnikov, zdravljenih 
s standardnimi konzervativnimi načini, lahko potrdimo hipotezo, da ima uporaba plazme, 
bogate s trombociti in zunajceličnimi vezikli, zaradi potencialnih imunskih in 
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regenerativnih učinkov ugodne učinke pri kirurško zdravljenih kroničnih vnetjih 
srednjega ušesa. 
 
Rezultati mikrobioloških preiskav brisov KVPVS niso pokazali statistično značilnih 
razlik v prisotnosti mikrobov in njihovih vrst med prvim pregledom, kar potrjuje 
randomizacijo. Pri obeh skupinah je bil v večini pozitiven bris na prisotnost bakterij in 
kot povzročitelj identificirana bakterija S. aureus, kar se ujema z ugotovitvami raziskave 
Glutha in sod. (2013) o povzročiteljih KVPVS. Glive smo med prvim pregledom izolirali 
v le nekaj primerih, največkrat glivo Candida spp. Rezultati mikrobioloških preiskav 
brisov, odvzetih med tretjim pregledom, so pokazali, da se prisotnost mikrobov ni 
statistično značilno spremenila v nobeni skupini. Prav tako tudi med skupinama ob 
tretjem pregledu v rezultatih mikrobioloških preiskav brisov ni bilo statistično značilnih 
razlik. Ti rezultati se posredno nanašajo tudi na protimikrobne učinke PBTZV in so v 
skladu z ugotovitvami del Fabbra in sod. (2016), ki so v sistematičnem pregledu 24 in-
vitro in in-vivo raziskav na živalih o protimikrobnih učinkih PBTZV ugotovili, da ima 
PBTZV predvsem kratkotrajne protimikrobne učinke (Fabbro in sod., 2016). Za potrditev 
teh učinkov bi morali drugi bris KVPVS odvzeti prej, na primer nemudoma po odstranitvi 
traku (tj. dva dni kasneje). Zavedati se moramo, da obetom uporabe PBTZV v 
protimikrobnem zdravljenju nasprotujejo heterogenost postopkov priprave PBTZV, 
nezadostnost opisov sestave PBTZV ter heterogenost bakterijskih sevov in 
mikrobioloških analiz (Fabbro in sod., 2016). 
 
V raziskavi nismo zaznali pojavov, ki bi jih lahko opredelili kot neželene učinke PBTZV, 
kar se ujema z izsledki drugih raziskav (Dhillon in sod., 2012). Tako lahko potrdimo, da 
je PBTZV varen način zdravljenja KVPVS. 
 
Poleg navedenih omejitev in tveganja pristranskosti raziskave bi bilo dodatna omejitev 
lahko majhno število bolnikov. Zaradi omejenega števila bolnikov s tovrstnimi težavami 
v posameznih otorinolaringoloških ustanovah bi morali razmisliti o multicentričnosti 
raziskave, ki jo naša raziskava zaradi ponovljivosti omogoča. Raziskava hkrati odpira 
vrata uporabe za ponavljanje postopka priprave PBTZV pri zdravljenju tudi drugih 
bolezni, vključno s področja otorinolaringologije, na katerem je raziskav izrazito malo 
(Vozel in sod., 2020a). 
 
5.1 PRIHODNOST UPORABE PLAZME, BOGATE S TROMBOCITI IN 
ZUNAJCELIČNIMI VEZIKLI, V OTORINOLARINGOLOGIJI  
 
PBTZV ima na področju otorinolaringologije velik potencial za uporabo tudi pri 
zdravljenju okvar notranjega ušesa, retrokohlearnih okvar, okvar vestibularnega organa, 
obraznega živca, grla in sapnika ter motenj glasu. Izhajajoč iz izsledkov raziskav na 
živalih bi PBTZV lahko klinično uporabili s kožnimi presadki za rekonstrukcijo mehkih 
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tkiv glave in vratu (Jeon in sod., 2014) ter kot možnost zdravljenja pareze glasilk 
(Özgürsoy in sod., 2018), poškodb glasilk (Cobden in sod., 2016), disfagije (Vidovic in 
Delling, 2017), faringokutanih fistul (Eryılmaz in sod., 2016), anozmije (Yasak in sod., 
2018), pareze obraznega živca (Sánchez in sod., 2018) ali naglušnosti (Stolle in sod., 
2018). Predpogoj za vnos PBTZV v sterilna področja človeškega telesa je sterilnost 
postopka priprave PBTZV, ki smo ga izdelali v raziskavi v sklopu doktorske disertacije. 
Pri zdravljenju nekaterih boleznih se je kot učinkovita izkazala uporaba PBTZV v obliki 
gela, zato je ključna tudi izdelava ponovljivega postopka priprave PBTZV v tej obliki, 
saj bi jo lahko s pridom uporabili v otorinolaringologiji (Hu in sod., 2019). 
 
5.2 PRIHODNOST UPORABE IZOLATOV ZUNAJCELIČNIH VEZIKLOV V 
OTORINOLARINGOLOGIJI 
 
PBTZV je učinkovita možnost zdravljenja v otorinolaringologiji. Ker so v PBTZV 
prisotni ZV glavni mediatorji njenih regenerativnih učinkov (Guo in sod., 2017; Tao in 
sod., 2017), je prihodnost priprave izolatov ZV nadvse obetavna. Kot je znano, izolatov 
ZV do zdaj niso klinično uporabljali v namene regeneracije tkiv, predlagali pa so jih v 
diagnostične in terapevtske namene (Fais in sod., 2016).  
 
Patogeneza naglušnosti, povezane z vestibularnim švanomom, še ni povsem jasna. S 
proučevanjem ZV, pridobljenih iz celic vestibularnega švanoma, so ZV prepoznali kot 
pomembne mediatorje v patogenezi zaznavne naglušnosti. Te ugotovitve omogočajo 
nadaljnje raziskave o diagnosticiranju in zdravljenju vestibularnega švanoma (Soares in 
sod., 2016). Patogenetsko vlogo ZV so ugotovili tudi pri vnetju srednjega ušesa (Val in 
sod., 2017). Za oceno stanja notranjega ušesa bi lahko eksosome uporabili kot 
biomarkerje, saj v raziskavah na živalih potrjujejo pomembno vlogo eksosomov 
notranjega ušesa pri ototoksičnosti zdravil (Wong in sod., 2018). ZV, zlasti eksosomi, 
imajo tudi terapevtski potencial in bi jih lahko uporabljali kot nosilce zdravil. 
Eksosomalni adenovirusni vektor bi lahko uporabili za vstavljanje manjkajočih genov, ki 
so odgovorni za gluhost, v dlačne celice notranjega ušesa. V raziskavah na živalih je 
eksosomalni adenovirusni vektor transduciral notranje in zunanje dlačnice notranjega 
ušesa, medtem ko je neeksosomalni adenovirusni vektor transduciral le notranje dlačnice 
(György in sod., 2017). ZV, izolirani iz dlačnic notranjega ušesa, lahko tudi zmanjšajo s 
hrupom ali zdravili povzročeno okvaro sluha, saj lahko ZV vključujejo terapevtske 
mediatorje, protivnetna zdravila ali celo nosijo zdravila. Zato bi tovrstne ZV lahko 
uporabili intrakohlearno s hkratno vstavitvijo polževega vsadka, s čimer bi zmanjšali 
postimplantacijsko vnetje področja scala tympani (Kalinec in sod., 2019). Zaradi znane 
patogenetske vloge ZV pri malignih boleznih (Ogorevc in sod., 2013; Ogorevc in sod., 
2014) imajo ZV presejalno, diagnostično in prognostično vlogo tudi pri raku glave in 
vratu. Patogenetsko vlogo naj bi imeli tudi eksosomi iz sline in seruma pri 
ploščatoceličnem karcinomu ust (Zhong in sod., 2019; He in sod., 2020; Rodríguez 
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Zorrilla in sod., 2019) in grla (Wang in sod., 2014). Prepoznali so tudi eksosome, ki 
zmanjšajo radiosenzitivnost celic raka grla, zato pri zdravljenju raka grla razvijajo nov 
vpogled (Cui in sod., 2019).  
 
Za izpolnitev pričakovanj o izolatih ZV kot diagnostičnih in terapevtskih sredstvih 
moramo pridobiti dodatne dokaze o vlogi ZV pri različnih boleznih ter izboljšati metode 
izolacije in karakterizacije ZV (Vozel in sod., 2017). Ker vlogo ZV v razvoju raka in 
regeneraciji poznamo, se moramo zavedati tudi možnih nevarnosti pri njihovi uporabi 
(Ogorevc in sod., 2013; Tao in sod., 2017). Zaradi izjemnega regenerativnega potenciala 
bi namreč lahko izolati povzročili tudi nenadzorovano rast tkiv oziroma nastanek 
novotvorb. Zdravljenje z ZV bi torej lahko poseglo v napredno zdravljenje, ki vključuje 
tudi gensko zdravljenje, somatsko celično zdravljenje in tkivno inženirstvo (Vozel in 
sod., 2018). 
 
5.3 PRISPEVEK DISERTACIJE K SVETOVNI ZNANOSTI 
 
Doktorska disertacija z izsledki o postopkih izolacije in karakterizacije ZV, objavljenih v 
raziskavi Vozla in sod. (2017), pomembno prispeva k svetovni znanosti. Obetavni 
izsledki nadalje spodbujajo raziskovanje na področju ZV. Ugotovili smo, da 
univerzalnega postopka izolacije in karakterizacije še ni, zato moramo iskati nove načine 
uporabe ZV v klinični praksi, zlasti v okviru regenerativnega zdravljenja. Znano je 
namreč, da so ZV prisotni v vseh telesnih tekočinah, tudi v PBTZV, v njej pa so celo 
nosilci njenih regenerativnih učinkov (Uršič in sod., 2014).  
 
K svetovni znanosti doktorska disertacija prispeva tudi z natančnimi opisi ZV v povezavi 
s PBTZV in s predstavitvijo edinstvenega postopka priprave PBTZV, ki smo ga izdelali 
sami. S tem postopkom smo pripravili sterilno PBTZV z visokimi koncentracijami 
trombocitov in ZV, ki bi jo lahko uporabljali pri zdravljenju različnih bolezni, vključno s 
področja otorinolaringologije, kar bi bil pomemben znanstvenoraziskovalni prispevek. 
 
Doktorska disertacija je pomemben znanstveni dosežek tudi zaradi doslej prve opisane 
uporabe PBTZV pri zdravljenju KVPVS. Rezultati randomizirane kontrolirane klinične 
raziskave v sklopu doktorske disertacije omogočajo tudi morebitno uvedbo novega 
načina zdravljenja KVSU s PBTZV.  
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• Hipotezo, ki pravi da so zunajcelični vezikli pomembni biomarkerji pri 
razlikovanju zdravja od bolezni, potrjujemo z izsledki sistematičnega pregleda 
raziskav (Vozel in sod., 2017), v katerih so bile koncentracije ZV določene pri 
različnih stanjih. 
• Glede na izsledke sistematičnega pregleda raziskav Vozla in sod. (2017) izolacija 
in karakterizacija ZV ostajata izziv. 
• Da sta izolacija in karakterizacija ZV velik izziv, potrjujejo tudi rezultati 
raziskave, ki smo jo opravili v sklopu doktorske disertacije. Med dvema 
postopkoma priprave namreč nismo ugotovili razlik v koncentracijah trombocitov 
in ZV. Hipoteze, da je koncentracija zunajceličnih veziklov v izolatih iz 
pripravkov krvi odvisna od načina priprave, torej ne moremo potrditi. 
• V PBTZV ugotavljamo prisotnost ZV, ki so potencialni nosilci regenerativne 
vloge PBTZV. 
• ZV so v PBTZV prisotni v pomembnih koncentracijah in so nosilci regenerativne 
vloge PBTZV. 
• Tudi rezultati vrstične elektronske mikroskopije, meritve koncentracij 
trombocitov in ZV ter učinkovitost PBTZV pri zdravljenju KVPVS potrjujejo, da 
PBTZV vsebuje pomembne količine trombocitov in zunajceličnih veziklov.  
• PBTZV ima ugodne učinke pri zdravljenju KVPVS, ki se kažejo v zmanjšanju 
površine žarišč KVPVS in izboljšanju kakovosti življenja bolnikov, zdravljenih s 
PBTZV. Potrdimo lahko torej hipotezo, da ima plazma, bogata s trombociti in 
zunajceličnimi vezikli, zaradi potencialnega imunskega in regenerativnega učinka 
ugodne učinke pri kirurško zdravljenih kroničnih vnetjih srednjega ušesa. 
• Glede na rezultate mikrobioloških preiskav brisov KVPVS ugotavljamo, da 
PBTZV ne vpliva na mikrobiološko stanje KVPVS. 
• PBTZV do sedaj niso uporabljali pri zdravljenju KVPVS. Zato so ugotovitve naše 
raziskave, da je PBTZV obetajoč nov način zdravljenja, pomemben prispevek k 
svetovni znanosti. 
• PBTZV je pripravljena po edinstvenem postopku, ki obsega dvostopenjsko 
centrifugiranje. Temelji na krvni plazmi in bi jo lahko uporabljali tudi pri 
zdravljenju drugih bolezni na področju otorinolaringologije. 
• Priprava izolatov ZV v terapevtske namene morda vodi v novo terapevtsko 
obdobje, t. i. napredno zdravljenje, ki vključuje gensko zdravljenje, somatsko 
celično zdravljenje in tkivno inženirstvo.  
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7 POVZETEK (SUMMARY) 
7.1 POVZETEK 
 
Zunajcelični vezikli (ZV) so heterogena skupina celičnih membranskih struktur 
nanometrskih razsežnosti. Nastanejo lahko iz katere koli celice in se nahajajo v vseh 
telesnih tekočinah. Zaradi pomembne vloge v medcelični komunikaciji so izjemnega 
pomena pri uravnavanju zdravja in bolezni. Omenjena spoznanja so sprožila poglobljeno 
raziskovanje izdelave pripravkov, bogatih z ZV (t. i. izolatov), ki bi jih lahko uporabili 
pri diagnosticiranju in zdravljenju številnih bolezenskih stanj. Zaradi njihove »dvojne« 
vloge lahko ZV pripišemo teranostične lastnosti. 
 
Priprava izolatov ZV, ki bi jih lahko učinkovito uporabili pri diagnosticiranju in 
zdravljenju številnih bolezni, za zdaj ostaja izziv na predklinični ravni. To dokazujejo 
tudi izsledki sistematičnega pregleda raziskav, v katerih so ZV uporabili v diagnostične 
namene. Pojavila se je velika želja, da bi ZV uporabili tudi v drugih terapevtskih 
pripravkih in ne le v izolatih. 
 
Zaradi znanih in dokazanih ugodnih učinkov plazme, bogate s trombociti (PBT), v 
regenerativni medicini in zaradi pomembnega mesta ZV v regenerativni vlogi PBT, smo 
v sklopu doktorske disertacije opravili raziskavo in izdelali edinstven postopek priprave 
PBTZV. Po tem postopku pridobljen sterilni pripravek vsebuje visoke koncentracije 
trombocitov in ZV ter nizke koncentracije eritrocitov in levkocitov.  
 
Uporabo PBTZV smo preučevali v randomizirani kontrolirani klinični raziskavi na 
vzorcu bolnikov s kroničnim vnetjem pooperativne votline senčnice (KVPVS), pri katerih 
je bilo zaključeno kirurško zdravljenje in izčrpano standardno konzervativno zdravljenje. 
Ugotovili smo, da je PBTZV pri omenjeni indikaciji bistveno bolj učinkovita kot 
standardni konzervativni načini zdravljenja. To smo dokazali s statistično značilno večjim 
zmanjšanjem površine KVPVS v skupini bolnikov, zdravljenih s PBTZV, v primerjavi s 
skupino bolnikov, zdravljenih s standardnimi konzervativnimi načini. Učinkovitost 
PBTZV smo potrdili tudi z oceno kakovosti življenja. Bolniki, ki so se zdravili s PBTZV, 
so namreč poročali o bistveno boljši kakovosti življenja kot bolniki, ki so se zdravili s 
standardnimi konzervativnimi načini.  
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Extracellular vesicles (EVs) are a heterogeneous group of nanometrically-sized cell-
derived membrane structures that can originate from any cell and can be found in all 
bodily fluids. Because of their important role in intercellular communication, they are 
essential in regulating the processes in health and disease. This knowledge has led to 
study the production of EV-rich preparations (i.e. isolates) that could be used in 
diagnostics or treatment. Because of this dual role, EVs can be attributed to theranostic 
roles. 
 
The preparation of EV isolates for diagnostic and treatment purposes remains a challenge 
at the preclinical level, as defined in a systematic review of studies in which EVs have 
been used for diagnostic purposes. As a result, EVs were intended to be used via other 
therapeutic preparations instead of isolates. 
 
Due to the known beneficial effects of platelet-rich plasma (PRP) in regenerative 
medicine and the important role of EVs, which are expected to carry regenerative roles 
of PRP, a unique procedure for the preparation of platelet- and extracellular vesicles-rich 
plasma (PVRP) was developed in the doctoral dissertation. PVRP contained high 
concentrations of platelets and EVs and low concentrations of red blood cells and 
leukocytes. 
 
PVRP has been used in a randomized controlled clinical trial to treat patients with chronic 
postoperative temporal bone cavity inflammation, who have undergone surgical and 
exhaustive standard conservative treatment. PVRP had better treatment effects compared 
to standard conservative treatment. This is based on a statistically significant greater 
reduction of chronic postoperative temporal bone cavity inflammation area in the group 
of patients treated with PVRP than in the group treated with standard conservative 
methods. The effects of PVRP were also confirmed by evaluating patients' quality of life. 
Patients treated with PVRP preparation had a statistically significant improvement in the 
quality of life during treatment, in contrast to the group treated with standard conservative 
methods.  
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Vozel D., Steiner N., Božanić Urbančič N., Mladenov D., Battelino S. 2020b. Slovenian 
cross-cultural adaptation and validation of health-related quality of life measures 
for chronic otitis media (COMQ-12), vertigo (DHI, NVI) and tinnitus (THI). 
Zdravstveno Varstvo, 59, 3: 120-127, doi: 10.2478/sjph-2020-0016 
Vozel D., Uršič B., Krek J. L., Štukelj R., Kralj-Iglič V. 2017. Applicability of 
extracellular vesicles in clinical studies. European Journal of Clinical 
Investigation, 47, 4: 305-313, doi: 10.1111/eci.12733 
Vozel D., Uršič B., Lipnik-Štangelj M. 2018. Zdravila za napredno zdravljenje. 
Medicinski Razgledi, 57, 1: 23-34 
Wang J., Zhou Y., Lu J., Sun Y., Xiao H., Liu M., Tian L. 2014. Combined detection of 
serum exosomal MiR-21 and HOTAIR as diagnostic and prognostic biomarkers 
for laryngeal squamous cell carcinoma. Medical Oncology, 31, 9: 148, doi: 
10.1007/s12032-014-0148-8: 8 str. 
Wong E. H. C., Dong Y. Y., Coray M., Cortada M., Levano S., Schmidt A., Brand Y., 
Bodmer D., Muller L. 2018. Inner ear exosomes and their potential use as 
biomarkers. PLoS ONE, 13, 6, doi: 10.1371/journal.pone.0198029: 13 str. 
Wu Q., Luo X., Xiong Y., Liu G., Wang J., Chen X., Mi B. 2020. Platelet-rich plasma 
versus hyaluronic acid in knee osteoarthritis: a meta-analysis with the consistent 
ratio of injection. Journal of Orthopaedic Surgery, 28, 1: 2309499019887660, doi: 
10.1177/2309499019887660: 9 str. 
Wu Y.-T., Ho T.-Y., Chou Y.-C., Ke M.-J., Li T.-Y., Huang G.-S., Chen L.-C.. 2017. 
Six-month efficacy of platelet-rich plasma for carpal tunnel syndrome: a 
prospective randomized, single-blind controlled trial. Scientific Reports, 7, 1: 94, 
doi: 10.1038/s41598-017-00224-6: 11 str. 
Xia Y., Zhao J., Xie J., Lv Y., Cao D. 2019. The efficacy of platelet-rich plasma dressing 
for chronic nonhealing ulcers: a meta-analysis of 15 randomized controlled trials. 
Plastic and Reconstructive Surgery, 144, 6: 1463-1474, doi: 
10.1097/PRS.0000000000006281 
Vozel, D. Uporaba plazme, bogate s trombociti in zunajceličnimi vezikli za zdravljenje vnetij senčnice. 






Yadav S. P. S., Malik J. S., Malik P., Sehgal P. K., Gulia J. S., Ranga R. K. 2018. Studying 
the result of underlay myringoplasty using platelet-rich plasma. The Journal of 
Laryngology and Otology, 132, 11: 990-994, doi: 10.1017/S0022215118001846 
Yáñez-Mó M., Siljander P. R.-M., Andreu Z., ... De Wever O. 2015. Biological properties 
of extracellular vesicles and their physiological functions. Journal of Extracellular 
Vesicles, 4 (maj), doi: 10.3402/jev.v4.27066: 60 str. 
Yasak A. G., Yigit O., Araz Server E., Durna Dastan S., Gul M. 2018. The effectiveness 
of platelet-rich plasma in an anosmia-induced mice model. The Laryngoscope, 
128, 5: E157-E162, doi: 10.1002/lary.27029 
Yung M. 2016. The use of temporoparietal fascial flap to eliminate wound breakdown in 
subtotal petrosectomy for chronic discharging ears. Otology & Neurotology, 37, 
3: 248-251, doi: 10.1097/MAO.0000000000000959 
Yung M., James A., Merkus P., Phillips J., Black B., Tono T., Linder T., Dornhoffer J., 
Incesulu A. 2018. International Otology Outcome Group and the international 
consensus on the categorization of tympanomastoid surgery. The Journal of 
International Advanced Otology, 14, 2: 216-226, doi: 10.5152/iao.2018.5553 
Zhong W.-Q., Ren J.-G., Xiong X.-P., ... Chen G. 2019. Increased salivary microvesicles 
are associated with the prognosis of patients with oral squamous cell carcinoma. 





Vozel, D. Uporaba plazme, bogate s trombociti in zunajceličnimi vezikli za zdravljenje vnetij senčnice. 







Najprej se zahvaljujem somentorici prof. dr. Veroniki Kralj-Iglič, univ. dipl. fiz., ki me 
že leta vodi pri raziskovalnem delu in je zaslužna za osnovno znanje, ki sem ga prodobil 
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PRILOGA A: Ocena Komisije Republike Slovenije za medicinsko etiko. 
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PRILOGA B: Preglednica naključnih števil z izbranim zaporedjem 23 naključnih števil 
(Machin in Fayers, 2010). 
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PRILOGA C: Vprašalnik o kroničnem vnetju srednjega ušesa (angl. Chronic Otitis 
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PRILOGA D: Preglednice izhodiščnih demografskih in kliničnih značilnosti bolnikov, vključenih v končno analizo podatkov. 
 
Preglednica D1: Izhodiščne demografske in klinične značilnosti 11 bolnikov, zdravljenih s plazmo, bogato s trombociti in zunajceličnimi vezikli.  
























T od op 
(dnevi) 
T od op 
(leta) 
T do th 
(dnevi) 
T do th 
(leta) 
1 M 72 1a,b,c,d 1 1 0 1 1 holesteatom sluhovoda CWD 457 1,3 294 0,8 
2 Ž 39 1e,f 1 0 0 0 0 holesteatom srednjega ušesa CWD 174 0,5 91 0,2 
3 M 24 0 0 0 0 1 0 holesteatom srednjega ušesa CWD 3964 10,9 1577 4,3 
4 M 34 0 0 0 0 1 0 holesteatom srednjega ušesa CWD NP NP 3185 8,7 
5 Ž 55 1g 1 0 0 1 0 holesteatom srednjega ušesa CWD 212 0,6 58 0,2 
6 M 26 1h 1 0 1 1 0 holesteatom srednjega ušesa CWD 5957 16,3 2893 7,9 
7 M 76 1i,j 0 1 0 1 1 holesteatom srednjega ušesa CWD 8330 22,8 762 2,1 
8 M 44 0 0 0 1 1 0 holesteatom srednjega ušesa CWD 2778 7,6 2688 7,4 
9 M 45 0 1 0 0 1 0 holesteatom srednjega ušesa CWD 5323 14,6 2969 8,1 
10 M 38 0 0 0 0 1 0 holesteatom srednjega ušesa CWD 8379 23,0 3290 9,0 
11 M 68 1a 0 0 0 1 1 holesteatom srednjega ušesa CWD 21570 59,1 2752 7,5 
Opombe: 0 – odsotnost stanja; 1 – prisotnost stanja; a  – arterijska hipertenzija; b  – dislipidemija; c  – gastroezofagealni refluks; d  – arterijska tromboza; e  – alergijski 
dermatitis, f  – alergijski rinitis; g  – odstop mrežnice; h  –  astma; i  – benigna hiperplazija prostate; j – stanje po preboleli možganski kapi; CWD – »canal-wall down« oz. 
radikalna mastoidektomija; T od op – čas od zadnje operacije, potrebne zaradi osnovne bolezni senčnice, do vstopa v raziskavo; Tdo th – čas od začetka težav zaradi 
kroničnega vnetja pooperativne votline senčnice do vstopa v raziskavo; NP – ni podatka.  
Remarks: 0 – absence of the condition; 1 – presence of the condition; a – arterial hypertension; b – dyslipidemia; c – gastroesophageal reflux; d – arterial thrombosis; e – 
allergic dermatitis; f – allergic rhinitis; g – retinal detachment; h – asthma; i – benign prostatic hyperplasia; j – suffered cerebrovascular insult; CWD – »canal-wall down« 
or radical mastoidectomy; T od op – time from the last surgery required for the underlying disease of temporal bone to the entry into the study; T do th – time from onset 
of problems due to the chronic postoperative temporal bone cavity inflammation to entry into the study; NP – missing data.






Preglednica D2: Izhodiščne demografske in klinične značilnosti 11 bolnikov, zdravljenih s standardnimi konzervativnimi načini.  
























T od op 
(dnevi) 
T od op 
(leta) 
T do th 
(dnevi) 
T do th 
(leta) 
12 Ž 31 1k,l 0 0 1 0 1 holesteatom srednjega ušesa CWD 1101 3,0 846 2,3 
13 M 66 1a,b 0 0 1 1 1 holesteatom srednjega ušesa CWD NP NP 3172 8,7 
14 M 66 1m 0 0 0 1 1 PCC sluhovoda SP 5720 15,7 2086 5,7 
15L Ž 39 0 1 0 1 0 0 holesteatom srednjega ušesa CWD NP NP 2666 7,3 
15D holesteatom srednjega ušesa CWD NP NP 3366 9,2 
16 M 73 1h,i 1 0 1 0 1 holesteatom srednjega ušesa CWD 8358 22,9 2926 8,0 
17 M 68 1a,b,n,o,p 0 1 0 1 1 holesteatom srednjega ušesa CWD 12740 34,9 260 0,7 
18 M 21 0 1 0 0 1 0 holesteatom srednjega ušesa CWD 3388 9,3 1733 4,7 
19 M 89 0 0 0 0 0 0 holesteatom srednjega ušesa CWD 4727 13,0 3297 9,0 
20 M 18 0 0 0 0 1 0 holesteatom srednjega ušesa CWD 1249 3,4 3257 8,9 
21L M 69 1a,b,q,r 1 0 0 1 1 holesteatom srednjega ušesa CWD NP NP 3255 8,9 
21D holesteatom srednjega ušesa CWD NP NA 3255 8,9 
22 M 30 0 0 0 1 1 0 holesteatom srednjega ušesa CWD 9510 26,1 3219 8,8 
Opombe: Bolnika 15 in 21 sta imela obojestransko kronično vnetje pooperativne votline senčnice (KVPVS). L – leva senčnica; D – desna senčnica; 0 – odsotnost 
stanja; 1 – prisotnost stanja; a  – arterijska hipertenzija; b  – dislipidemjia; h  – astma; i  – benigna hiperplazija prostate; k  –  depresija; l  – stanje po poškodbi glave in 
vranice; m  – artralgije; n  – sladkorna bolezen; o  – hipotiroza; p  –  hipersomnolenca; q  – stanje po zdravljenju raka črevesa; r  – stanje po zdravljenju sepse; PCC – 
ploščatocelični karcinom; CWD – »canal-wall down« oz. radikalna mastoidektomija; SP – subtotalna petrozektomija; T od op – čas od zadnje operacije, potrebne 
zaradi osnovne bolezni senčnice, do vstopa v raziskavo; Tdo th – čas od začetka težav zaradi KVPVS do vstopa v raziskavo; NP – ni podatka.  
Remarks: Patients 15 and 21 had bilateral involvement (KVPVS). L – left temporal bone; D – right temporal bone. 0 – absence of the condition; 1 – presence of the 
condition; a – arterial hypertension; b – dyslipidemia; h – asthma; i – benign prostatic hyperplasia; k – depression; l – suffered head and spleen injury; m – arthralgiae; n 
– diabetes; o  – hypothyrosis; p – hypersomnolence; q – suffered bowel cancer; r – suffered sepsis; PCC – squamous-cell carcinoma; CWD – »canal-wall down« or 
radical mastoidectomy; SP – subtotal petrosectomy; T od op – time from the last surgery required for the underlying disease of temporal bone to the entry into the 
study; T do th – time from onset of problems due to the chronic postoperative temporal bone cavity inflammation to entry into the study; NP – missing data. 
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PRILOGA E: Preglednice podatkov bolnikov o poteku in izidu zdravljenja. 
 
Preglednica E1: Časi med posameznimi pregledi (1.–2., 2.–3. in 3.–4.), deleži površine žarišča kroničnega 
vnetja pooperativne votline senčnice (KVPVS) in seštevek točk vprašalnika o kroničnem vnetju srednjega 
ušesa ob pregledih 1–4. 
Table E1: The times between the check-ups (1.-2., 2.-3. and 3.-4.), the proportions of the areas of chronic 
postoperative temporal bone cavity inflammation (KVPVS) focuses and the sum of the points of the chronic 
otitis media questionnaire 12 (COMQ-12) at check-ups 1.-4. 
 Čas med pregledi  
(dnevi) 
Delež površine žarišča KVPVS 
(%) 
Seštevek točk  
COMQ-12 
ID 1.–2. 2.–3. 3.–4. 1. 2. 3. 4. 1. 2. 3. 4. 
1 28 27 29 100 31 0 0 43 19 10 31 
2 28 28 28 100 5 0 0 18 25 19 15 
3 28 28 28 100 72 42 22 33 37 34 30 
4 28 28 35 100 28 12 30 18 6 13 4 
5 28 28 28 100 40 52 25 26 12 15 12 
6 28 28 28 100 89 55 59 44 30 43 30 
7 28 28 28 100 50 60 43 35 6 13 6 
8 28 28 28 100 42 24 92 41 37 30 22 
9 21 35 28 100 26 35 43 29 29 12 11 
10 28 28 28 100 86 98 63 40 33 23 13 
11 28 28 28 100 0 17 17 20 8 10 8 
12 28 56 77 100 107 135 362 35 37 47 34 
13 28 28 28 100 87 123 156 37 43 43 43 
14 28 28 28 100 97 146 259 35 46 43 38 
15L 
28  28  28  
100 187 245 212 
41 43 37 33 
15D 100 135 86 112 
16 28 28 28 100 177 255 74 32 30 35 33 
17 29 28 28 100 234 176 207 24 27 23 23 
18 35 28 28 100 191 163 96 14 12 17 19 
19 28 28 28 100 107 116 71 46 40 41 42 
20 28 34 22 100 96 83 28 34 34 35 30 
21L 
28  28  49  
100 182 210 226 
28 37 29 35 
21D 100 90 92 94 
22 28 28 28 100 64 45 51 18 26 13 20 
Opombe: Z ID 1–11 so označeni bolniki, zdravljeni s plazmo, bogato s trombociti in zunajceličnimi vezikli, 
z 12–22 pa bolniki, zdravljeni s standardnimi konzervativnimi načini. Bolnika 15 in 21 sta imela 
obojestransko KVPVS. L – leva senčnica; D – desna senčnica; COMQ-12 – vprašalnik o kroničnem vnetju 
srednjega ušesa (angl. chronic otitis media questionnaire 12).  
Remarks: IDs 1-11 denote patients treated with platelet- and extracellular vesicle-rich plasma and 12-22 
denote patients treated with standard conservative measures. Patients 15 and 21 had bilateral involvement. 
L: left temporal bone; D: right temporal bone.
Vozel, D. Uporaba plazme, bogate s trombociti in zunajceličnimi vezikli za zdravljenje vnetij senčnice. 





Preglednica E2: Rezultati mikrobioloških preiskav iz brisov, odvzetih ob prvem pregledu in ob tretjem 
pregledu pri bolnikih, zdravljenih s plazmo, bogato s trombociti in zunajceličnimi vezikli.  
Table E2: Results of microbiological examinations from ear swabs taken during the 1st and 3rd examination 
of the study in patients treated with platelet- and extracellular vesicle-rich plasma. 
ID Bakterije (prvi bris) Bakterije (drugi bris) Glive (prvi bris) 
Glive (drugi 
bris) 
1 S. aureus negativno C. tropicalis, C. albicans C. albicans 
2 S. aureus negativno negativno negativno 
3 P. aeruginosa S. aureus, P. aeruginosa negativno A. fumigatus 
4 S. aureus, S. agalactiae A. faecalis, S. agalactiae, S. aureus negativno negativno 
5 C. amycolatum negativno negativno negativno 
6 S. pneumoniae, S. aureus, A. insolitus S. aureus, A. insolitus negativno negativno 
7 P. aeruginosa P. aeruginosa negativno negativno 
8 S. aureus S. aureus negativno negativno 
9 P. mirabilis, E. faecalis P. mirabilis, E. faecalis negativno negativno 
10 S. aureus S. anginosus negativno negativno 
11 negativno negativno A. fumigatus A. fumigatus 
Opombe: Negativno pomeni odsotnost bakterij ali gliv v vzorcu brisa. S. anginosus je spadal v skupino 
anginosus. S. agalactiae je spadal v skupino B betahemolitičnih streptokokov. Pri preiskavah enega brisa 
je bilo pogosto izoliranih več bakterij in/ali gliv.  
Remarks: Negative means the absence of bacteria or fungi in the swab sample. S. anginosus belonged to 
the group anginosus. S. agalactiae belonged to group B beta-hemolytic streptococci. Often, several bacteria 
and/or fungi were isolated from one swab. 
Vozel, D. Uporaba plazme, bogate s trombociti in zunajceličnimi vezikli za zdravljenje vnetij senčnice. 





Preglednica E3: Rezultati mikrobioloških preiskav iz brisov, odvzetih ob prvem pregledu in ob tretjem 
pregledu, pri bolnikih, zdravljenih s standardnimi konzervativnimi načini.  
Table E3: Results of microbiological examinations from ear swabs taken during the 1st and 3rd examination 
of the study in patients treated with standard conservative measures.  
ID Bakterije (prvi bris) Bakterije (drugi bris) Glive (prvi bris) Glive (drugi bris) 
12 A. xylosoxidans 
A. xylosoxidans, S. 
maltophilia negativno negativno 
13 S. aureus E. coli, S. aureus C. metapsilosis C. metapsilosis 
14 S. aureus S. aureus negativno negativno 
15L S. marcescens, S. aureus S. agalactiae negativno negativno 
15D S. marcescens, S. aureus S. agalactiae negativno negativno 
16 
M. morganii ssp. morganii, 
S. aureus 
M. morganii ssp. 
morganii negativno negativno 
17 S. aureus negativno negativno negativno 
18 S. aureus S. aureus negativno A. fumigatus 
19 negativno negativno negativno C. haemulonii 
20 C. koseri, S. aureus negativno negativno negativno 
21L A. xylosoxidans, E. faecalis E. faecalis S. apiospermum S. apiospermum 
21D K. oxytoca, E. faecalis negativno S. apiospermum S. apiospermum 
22 A. baumannii A. baumannii negativno negativno 
Opombe: Bolnika 15 in 21 sta imela obojestransko kronično vnetje pooperativne votline senčnice. L – leva 
senčnica; D – desna senčnica. Negativno pomeni odsotnost bakterij ali gliv v vzorcu brisa. Pri preiskavah 
enega brisa je bilo pogosto izoliranih več bakterij.  
Remarks: Patients 15 and 21 had bilateral involvement. L – left temporal bone; D – right temporal bone. 
Negativno means the absence of bacteria or fungi in the swab sample. Often, several bacteria were isolated 
from one swab. 
Vozel, D. Uporaba plazme, bogate s trombociti in zunajceličnimi vezikli za zdravljenje vnetij senčnice. 





PRILOGA F: Preglednice rezultatov preiskav krvi in plazme, bogate s trombociti in 
zunajceličnimi vezikli. 
 
Preglednica F1: Podatki o pripravi in sestavi plazme, bogate s trombociti in zunajceličnimi vezikli 
(PBTZV), za bolnike s kroničnim vnetjem pooperativne votline senčnice, ki so bili zdravljeni z dvema 
vnosoma PBTZV.  
Table F1: Data regarding the preparation and composition of platelet- and extracellular vesicle-rich plasma 
(PBTZV) for patients with chronic postoperative temporal bone cavity inflammation treated with two 
PBTZV applications.  












1 65 3,8 1,9 280 419 150 
2 100 4,5 2,3 288 389 135 
3 95 2,5 1,3 111 515 464 
4 51 4,0 2,0 245 553 226 
5 68 6,8 3,4 280 512 183 
6 65 6,6 3,3 223 385 173 
7 66 5,0 1,3 167 274 164 
8 73 3,7 1,9 155 498 321 
9 70 3,0 1,5 118 868 737 
10 70 3,8 1,9 185 491 265 




1 71 5,0 2,5 297 434 146 
2 132 5,3 2,7 185 583,8 316 
3 75 3,0 1,5 129 382 296 
4 55 3,8 1,9 199 831 416 
5 127 6,2 3,1 229 550 241 
6 120 6,9 3,5 231 722 312 
7 81 4,1 2,1 200 443 221 
8 115 2,7 1,7 108 550 509 
9 98 4,8 1,8 259 134 52 
10 63 2,4 1,2 155 605 390 
11 42 3,2 1,6 141 729 518 
Opombe: T priprave PBTZV je čas od venepunkcije do resuspendiranja PBTZV. Volumna (V) plazme in 
PBTZV sta celokupna, saj predstavljata pripravo dveh enot PBTZV. Volumen priprave ene enote PBTZV 
je polovičen. Koncentracije trombocitov v krvi ([TKRI]) in v PBTZV ([TPBTZV]) so bile določene s pretočno 
citometrijo. Iz njih smo izračunali delež trombocitov v PBTZV (% T).  
Remarks: T priprave PBTZV refers to the time from venipuncture to resuspension of PBTZV. Plasma (V 
plazme) and PBTZV volumes (V PBTZV) are totals as they represent the preparation of two PBTZV units, 
therefore the volume of preparation of one unit should be divided by two. Platelet concentrations in blood 
([TKRI]) and in PBTZV ([TPBTZV]) were determined with a flow cytometer. From these data, the proportion 
of platelets in PBTZV (% T) was calculated.






Preglednica F2: Prikaz koncentracij celic v krvi ter celic in njihovih deležev v plazmi, bogati s trombociti in zunajceličnimi vezikli (PBTZV), pripravljeni po postopku 
I (PBTZV I) in po postopku II (PBTZV II).  
Table F2: Data of cell concentrations in blood and cell concentrations and percentages in platelet- and extracellular vesicle-rich plasma (PBTZV) prepared with the 
protocol I (PBTZV I) and II (PBTZV II). 
 
Kri PBTZV I PBTZV II 
ID [L] [E] [T] [L] [E] [L+E] [T] % L % E % T [L] [E] [L+E] [T] % L % E % T 
A 6,03 4,76 NP 0,50 0,03 1,1 630,0 8,29 0,63 NP 0,51 0,02 0,2 500,0 8,46 0,42 NP 
B 5,76 4,52 160,0 1,56 0,03 0,2 730,0 27,00 0,66 4,56 0,15 0,02 0,4 650,0 2,60 0,44 4,06 
C 5,38 5,02 168,0 0,87 0,03 4,5 635,0 16,10 0,60 3,78 0,78 0,01 4,5 733,0 14,50 0,20 4,36 
D 7,10 4,52 158,0 1,41 0,04 4,3 688,0 19,80 0,88 4,35 1,37 0,04 4,5 674,0 19,30 0,88 4,27 
E 6,94 4,13 138,0 3,10 0,03 15,0 495,0 44,60 0,73 3,59 6,04 0,04 23,0 412,0 87,03 0,97 2,99 
F 5,29 4,14 246,0 0,00 0,03 3,4 830,0 0,00 0,72 3,37 0,00 0,04 4,4 870,0 0,00 0,97 3,54 
G 5,87 5,49 172,0 2,54 0,04 6,0 1016,0 43,27 0,73 5,91 3,10 0,03 5,7 826,0 52,81 0,55 4,80 
H 6,57 3,67 240,0 4,14 0,10 24,0 500,0 63,01 2,72 2,08 6,92 0,05 36,0 696,3 105,33 1,36 2,90 
I 6,26 5,14 172,0 5,58 0,06 6,5 670,0 89,14 1,17 3,90 2,08 0,05 4,0 565,0 33,23 0,97 3,28 
 
Opombe: Koncentracije levkocitov [L] (x 109/L) in eritrocitov [E] (x 1012/L) so bile določene v akreditiranem kliničnem laboratoriju, koncentracije trombocitov [T] 
(x 109/L) ter levkocitov in eritrocitov (tj. delci P1) [L+E] (x 109/L) pa s pretočno citometrijo v Laboratoriju za klinično biofiziko, Zdravstvena fakulteta, Univerza v 
Ljubljani. % L, % E in % T so deleži levkocitov, eritrocitov oz. trombocitov v PBTZV glede na njihove krvne koncentracije. NP – ni podatka.  
Remarks: Leukocyte concentrations [L] (x 109/L) and red blood cell concentrations [E] (x 1012/L) were determined at the accredited clinical laboratory, platelet 
concentrations [T] (x 109/L) and concentrations of leukocytes with red blood cells (i.e., P1 particles) [L + E] (x 109/L) using a flow cytometer at the Laboratory for 
Clinical Biophysics, Faculty of Health, University of Ljubljana. % L,% E, and % T represent the proportions of leukocytes, red blood cells, or platelets in PBTZV, 
according to their blood concentrations. NP: missing data. 
 
Vozel, D. Uporaba plazme, bogate s trombociti in zunajceličnimi vezikli za zdravljenje vnetij senčnice. 





Preglednica F3: Podatki o pripravi plazme, bogate s trombociti in zunajceličnimi vezikli (PBTZV), za 
zdrave prostovoljce po dveh postopkih (I in II). 
Table F3: Data regarding the preparation of platelet- and extracellular vesicle-rich plasma (PBTZV) for 
healthy volunteers with two protocols (I and II).  
 Postopek I Postopek II 











A 57 1,8 0,9 66 1,7 2,7 
B 62 1,6 0,8 66 1,7 2,7 
C 49 1,1 0,6 56 1,1 1,8 
D 59 1,3 0,7 69 1,1 1,8 
E 48 2,1 1,1 57 2,1 3,2 
F 55 1,6 0,8 66 1,4 2,3 
G 46 1,2 0,6 57 1,1 1,8 
H 55 2,2 1,1 63 2,5 3,8 
I 54 1,3 0,7 61 1,0 1,7 
Opombe: Čas priprave je čas od venepunkcije do resuspendiranja PBTZV. Volumni (V) plazme in PBTZV 
se nanašajo na pripravo ene enote PBTZV.  
Remarks: Čas priprave refers to the time from venipuncture to resuspension of PBTZV Plasma (V plazme) 
and PBTZV volumes (V PBTZV) are related to the preparation of one unit of PBTZV. 
 
